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CMV cucumber mosaic virus 




Ler-0 Landsberg erecta-0 
 
4．遺伝子・タンパク質・変異体，遺伝子内領域および遺伝子間領域 
ACT2 ACTIN 2 
ADR1 ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1 
ADR1-L1 ADR1-LIKE1 
CaMV 35S cauliflower mosaic virus 35S RNA 
COR15a COLD-REGULATED 15A 
CP coat protein 
GFP green fluorescent protein 
GUS β-glucuronidase 
HA hemagglutinin 
MEA-ISR MEDEA-intergenic subtelomeric repeats 
NbEF-1𝛼 Nicotiana benthamiana ELONGATION FACTOR 1𝛼 
PR PATHOGENESIS-RELATED 
PRF3 PROFILIN 3 
RBCL RuBisCO large subunit 
RCY1 RESISTANCE TO CMV(Y) 
RPP8 RECOGNITION OF PERONOSPORA PARASITICA 8 
rRNA ribosomal RNA 
src suppressor of RCY1-mediated resistance to CMV(Y) 
SUP SUPERMAN 






NB nucleotide-binding site 
TIR Toll-like/interleukin-1 receptor 
6. 試薬および培地 
AZA 5-azacytidine 
CBB Coomassie brilliant blue 
CTAB cetyltrimethylammonium bromide 
DAB 3, 3’-diaminobenzidine 
DMSO dimethyl sulfoxide 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EMS ethyl methanesulfonate 
GTC guanidinium thiocyanate 
MS Murashige & Skoog 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SSC saline sodium citrate buffer 
TAE Tris-acetate-EDTA buffer 
TE Tris-EDTA buffer 
TBS-T Tris buffered saline with Tween 20 
YEB yeast extract broth 
YM yeast mannitol 
7. その他 
bp base-pair 
dpi days-post inoculation 
DIG digoxigenin 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
IME intron-mediated enhancement 
kb kilo base 
NS no significant difference 
PCR polymerase chain reaction 
rpm rotations per minute 
qRT-PCR quantitative reverse transcription-PCR 
UTR untranslated region 
w/v weight per volume 















とが知られている (Voinnet 2005; Ding 2010)．しかしながら多くの植物ウイルスは，ウイルスゲノム由
来のRNAサイレンシングサプレッサーによって，宿主の抗ウイルスRNAサイレンシングを抑制してし
まう (Csorba et al. 2015)．これに対して植物は，ウイルスの感染を免れるためのより特異的な免疫機
構として，“品種抵抗性”を獲得してきた (Kang et al. 2005)．植物病理学において一般的に，品種抵
抗性は，“抵抗性遺伝子 [Resistance (R) gene]”を持つ植物品種が，“非病原性遺伝子 (Avirulence 
gene: Avr)”を持つ病原体系統に対して示す抵抗性として説明されている (Flor 1971)．ウイルスに対
する植物の R 遺伝子は，遺伝様式が劣性であるものと優性であるものに大別されている．劣性の R
遺伝子は，ウイルスが感染に利用する宿主タンパク質の，変異型タンパク質をコードすることが知ら
れている (Hashimoto et al. 2016). 一方で，優性の R遺伝子は，ウイルス由来の Avr遺伝子産物を
認識して，直接的にウイルスの増殖を阻害するタンパク質や (Ishibashi et al. 2007; Verlaan et al. 
2013)，複雑な防御応答システムの活性化を誘導することで間接的にウイルス感染を抑制するタンパ
ク質をコードしていることが知られている．現在までに同定された，ウイルスに対する優性 R遺伝子の
多くは，防御応答を誘導するタイプである nucleotide-binding site-leucine-rich repeat (NB-LRR) タン
パク質をコードしていることが報告されている (de Ronde et al．2014)． 
 
2．NB-LRR型 R タンパク質の機能 
センチュウ，菌，卵菌，細菌など，他の様々な病原体に対する R 遺伝子に関しても，多くが，
NB-LRRドメインを有するタンパク質をコードしていることが知られているため (Gururani et al. 2012)，
NB-LRR 型の抵抗性 (resistance: R) タンパク質の機能は，世界中で盛んに研究されてきた．植物
の NB-LRR型 R タンパク質は，細胞内に局在し，病原体の Avr遺伝子産物を間接的または直接的
に認識した後，一連の防御応答を誘導する分子スイッチとして機能していると考えられている 
(DeYoung and Innes 2006; Takken and Tameling 2009)．NB-LRR タンパク質は，N 末端に
Toll-interleukin-1 receptor-like (TIR) ドメインを持つか，coiled-coil (CC) ドメインを持つかにより，2




産生や，防御関連遺伝子 [pathogenesis-related (PR) genes] の発現といった，共通性の高い応答を
誘導し，多様な病原体の増殖を抑制する (Cournoyer and Dinesh-kumar 2011; Cui et al. 2015)． 
一般的に高等植物は，ゲノム上に百個弱から千個以上のNB-LRRタンパク質をコードしていること
が知られている (Marone et al. 2013; Baggs et al. 2017)．これら NB-LRR遺伝子のほとんどは，何の
病原体の認識に関わっているのか未解明であるが，潜在的な R 遺伝子資源として重要であると考え
られている．近年，NB-LRR 型 R タンパク質の病原体認識範囲を改変し，新たなウイルス認識特異
性を付与する遺伝子工学的研究も進んでいる (Moffett 2017)．したがって，植物を保護する上で，
NB-LRR クラス R遺伝子を利用することは，今後とも重要な位置を占めうると考えられる． 
 
3．NB-LRR タンパク質を介したウイルス抵抗性応答 ～HR と ER～ 
NB-LRR タンパク質を介したウイルス抵抗性の応答は，過敏感反応 (hypersensitive response: 
HR) 抵抗性と，高度抵抗性 (extreme resistance: ER) の 2種類に大別される．HRとは，病原体が局
在する組織において誘導される，細胞死をともなう防御応答のことを指す (Mur et al. 2008)．植物組
織においてウイルスに対する HR が誘導されると，ウイルスの初期感染細胞を中心とした，局部壊死
病班と呼ばれるスポット状の病斑が生じ，その周縁にウイルスの感染が限定される．ウイルスに対す
る HR型の R遺伝子として，タバコの N遺伝子を始めとして (Whitham et al. 1994)，現在までに十数
個の NB-LRR クラス R遺伝子が見出されている (de Ronde et al．2014)．HR抵抗性とは対照的に，
ER は，組織的なウイルスの増殖と細胞死の誘導をともなわない，細胞レベルのウイルス抵抗性応答
として位置づけられている． ウイルスに対する ER を付与する NB-LRR クラス R 遺伝子として，ジャ
ガイモのRx遺伝子が単離されている (Bendahmane et al. 1999)．さらに，同様にERを付与する R遺
伝子座として知られる，ジャガイモの Ry，ダイズの Rsv1や，インゲンマメの Iは，NB-LRR遺伝子のク
ラスターを含むことがわかっている (Hämäläinen et al. 1997; Hayes et al. 2004; Vallejos et al. 2006)． 
NB-LRRタンパク質を介したウイルスに対する HR と ERは，共通の機構を介していることが示唆さ
れつつある．例えば，前述した ER誘導型の R遺伝子に関して，ER誘導にはHR誘導と共通のシグ
ナル伝達因子が必要とされることや (Peart et al. 2002; Botër et al. 2007; Fu et al. 2009; Zhang et al. 
2012)，Avr遺伝子とともに異所的に過剰発現させることで HR様細胞死を誘導することが知られてい
る (Bendahmane et al. 1999; Mestre et al. 2000)．対照的に，HR誘導型のNB-LRRクラスR遺伝子と
して単離された，シロイヌナズナの HRT および RCY1 や，ピーマンの L3を過剰発現させた植物に，
Avr 遺伝子を持つウイルスを接種すると，ER が誘導されることが示されている (Cooley et al. 2000; 








4．NB-LRR型 R タンパク質 RCY1を介した CMV抵抗性と本研究の目的 
キュウリモザイクウイルス (cucumber mosaic virus: CMV) は，農作物種を含む100科1300種以上
の植物種を宿主とする，植物病理学上極めて重要とされるウイルス病原体の一つである (Gallitelli 
2000; Scholthof et al. 2011)．CMVは，3分節の一本鎖RNAウイルスであり，ゲノム上に複製タンパク
質，サイレンシングサプレッサータンパク質，細胞間移行タンパク質，および外被タンパク質 (coat 
protein: CP) をコードしている (Jacquemond 2012)．シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) のエコタ
イプ C24 から，CMV 黄斑系統 [CMV(Y)] に対する CC-NB-LRR サブクラスの R 遺伝子として，
RESISTANCE TO CMV(Y) (RCY1) が単離されている (Takahashi et al. 2002)．RCY1に対するAvr因
子は，CMV(Y)の CPであることが示されている (Takahashi et al. 2001)．エコタイプ C24は，CMVに
対してHR型の抵抗性を示す (Takahashi et al. 1994,  2002)．一方で，シロイヌナズナの最も代表的
なエコタイプである Columbia-0 (Col-0) は，RCY1を持たないため，CMV(Y)に対して罹病性を示す 
(Takahashi et al. 1994,  2002)．先行研究において，ヘマグルチニン (HA) エピトープ配列を付加し
た RCY1 遺伝子 (RCY1-HA) を形質転換した Col-0 系統 (Col::pRCY1-HA) が作出されている 
(Sekine et al. 2008)．Col::pRCY1-HA系統において，RCY1タンパク質蓄積量は，CMV(Y)に対する
抵抗性の強さ，および HR 誘導によって形成される局部壊死病斑の縮小の程度に相関することがわ
かっている (Sekine et al. 2008)．特に，RCY1 タンパク質を過剰蓄積している系統は，CMV(Y)に対






























がフィットネスコストとなる例が知られている (Tian et al. 2003; Karasov et al. 2014)．NB-LRR遺伝子
を異所的に過剰発現させることで，病原体の認識に関わらず防御応答が自動的に活性化され，植
物体の細胞死や形態異常がもたらされる例もある (Bendahmane et al. 2002; Shirano et al. 2002; 
Takahashi et al. 2012b)．対照的に，植物において NB-LRR型 R遺伝子の発現量を増加させると，
Avr遺伝子を持つ病原体や (Cooley et al. 2000; Sekine et al. 2008)，様々な病原体に対する抵抗性
が増強される例が知られている (Oldroyd and Staskawicz 1998; Tao et al. 2000; Grant et al. 2003)．し
たがって，NB-LRR型Rタンパク質の蓄積量は，病原体非存在下における生育上のコストと，病原体
存在下でもたらされる免疫誘導上のベネフィットのバランスのもと，決定されていると考えられる． 
 病原体感染時に R 遺伝子発現を誘導することは，R 遺伝子を持つコストとベネフィットのバランスを
とる戦略の一つであると考えられている．一部の NB-LRR 遺伝子の発現は，マイクロ RNA による制
御を受けており，ウイルスや病原性細菌の感染にともなって RNAサイレンシングが抑制された際に，
誘導されることが示されている (Shivaprasad et al. 2012; Li et al. 2012)．また，防御応答のシグナル
伝達因子であるサリチル酸に応答して，NB-LRR 遺伝子の転写活性が上昇する例が知られている 
(Shirano et al. 2002; Yang and Hua 2004; Mohr et al. 2010)．反対に，病原体感染時に，転写レベル
が変動しない R遺伝子の例も報告されている (Boyes et al. 1998; Ayliffe et al. 1999; Collins et al. 
1999; Mes et al. 2000)．さらには，シロイヌナズナにおける網羅的遺伝子発現解析によって，サリチ
ル酸により発現が誘導されるのは，NB-LRR遺伝子全体の 1割程度にとどまることが示唆されている 






様々な因子による制御を受けていることが明らかにされつつある (Li et al. 2015)．そこで本研究にお
いて，RCY1 遺伝子の発現調節において重要な役割を果たす因子を，順遺伝学的に同定することを
試みた．先行研究において，化学変異原である ethyl methanesulfonate (EMS) を処理したエコタイ
プC24の後代から，CMV(Y)に対する抵抗性を失った変異体をスクリーニングすると，RCY1タンパク







ンパク質の働きにより CMV(Y)抵抗性が保たれることが予想される (図 1B)．したがってこの際に
CMV(Y)抵抗性を失う変異体は，RCY1 タンパク質上流で働く因子に変異を持ち得ると考えられる 
(図 1B)．そこで本研究では，RCY1 を 10 コピー有しており，CMV(Y)に対して ER を示す，
Col::pRCY1-HA#13系統に着目した．本章の結果の第二項では，Col::pRCY1-HA#13に EMSを処
理して，RCY1発現調節に異常をきたしたために，CMV(Y)に対する ERを失う RCY1サプレッサー変









































より，RCY1 タンパク質自体の機能を喪失する (青色の×印) (Sekine et al. 2006)．B，RCY1を多コピ
ー有する植物系統を用いて，RCY1 タンパク質蓄積の調節機構に異常を持つ変異体を単離する新
規スクリーニング戦略の模式図．本系において，1 コピーの RCY1遺伝子に変異が生じても (青色の













本研究には，キュウリモザイクウイルス (cucumber mosaic virus) の黄斑系統 [CMV(Y)] (Tomaru, 
K., and Hidaka 1960) を供試した．接種源は，タバコ (Nicotiana tabacum) の Xanthi-nc 品種の
CMV(Y)接種葉から粗精製した．接種源調製用のタバコは，昼夜温 26℃/21℃，14 時間光周期 
(10,000 lux) で栽培した．3 カ月齢のタバコに CMV(Y)を接種し，5 日後 [5 days post inoculation 
(dpi)] に接種葉を採種した．CMV(Y)感染葉に生重量の 4 倍のウイルス精製用バッファー [0.25 M 
クエン酸ナトリウム (pH 6.5)，50% (v/v) クロロホルム，5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
(pH 8.0)，0.05% (v/v) 2-メルカプトエタノール] を加え，氷冷しながらホモジェナイザーで 12,000 rpm，
5分間摩砕した．摩砕液を 4℃，6,000 rpmで 10分間遠心分離した．セルロース透析膜に上清を入






シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) の野生型エコタイプとしてCol-0およびC24を使用した．ま
た，エコタイプ Col-0をバックグラウンドとした形質転換体として，Col::pRCY1-HA (Sekine et al. 2008) 
の独立 4 系統 (Col::pRCY1-HA#8，#12，#13，#15) を用いた．また，本研究で確立した src 変異体
やその交配後代については，次の項目に記す．120℃で 20 分間オートクレーブ滅菌した PRO-MIX 
BX (Premier Tech Horticulture，Ltd.，Quakertown，PA，USA) に，これらのシロイヌナズナ系統の種
子を播種し，25℃・連続照光下 (8,000 lux) で栽培した． 
 
(2) EMS変異誘発による src変異体のスクリーニング 
Col::pRCY1-HA#13の種子に 0.02% (v/v) Triton X-100を処理した後，蒸留水で洗浄した．洗浄
後の種子を 0.1% (v/v) EMS 中で 15時間撹拌した後，蒸留水で 1時間以上洗浄した．蒸留水を変
え，洗浄を 3 回以上繰り返した．洗浄終了後，栽培土に播種し，通常通りに栽培した (M1 植物)． 
M1植物を 100 個体程度まとめて，M2種子をバルク採種した．M2植物 1個体につき 1枚の葉に，主
脈を避けてCMV(Y)を接種した．接種32時間後に接種葉を切断し，Tissue printing法により，抗体を
用いて CMV-CP蓄積を検出した．接種葉において CMV(Y)の感染が検出された個体を src変異体
候補とした．M2植物の自殖後代であるM3植物において，同様に CMV(Y)の感染が認められる系統
を二次選抜した．結果的に，異なる M1 バルク集団に由来する src 変異体独立 5 系統 
(Col::pRCY1-HA#13 src1 ， Col::pRCY1-HA#13 src2 ， Col::pRCY1-HA#13 src3 ，





殖した系統 (ER1，ER2 および ER3) を確立した．これら src変異体と ER 系統の M4世代の植物体
を用いて，表現型の解析を行った． 
また，src変異形質の遺伝分析を行うため，Col::pRCY1-HA#13にM3世代の各 src変異体を交配
した．6 種類の組み合わせ : Col::pRCY1-HA#13 × src1; Col::pRCY1-HA#13 × src2; src2 × 
Col::pRCY1-HA#13; Col::pRCY1-HA#13 × src3; Col::pRCY1-HA#13 × src4; お よ び






した．まず，タバコ Xanthi-nc 品種の CMV(Y)接種葉 (5 dpi) から，以下に示すように，超遠心で
CMV(Y)の粒子を精製した．60 gの CMV(Y)接種葉に，生重量の 4倍のウイルス精製用バッファー
を加え，ホモジェナイザーを用いて，氷冷しながら 12,000 rpm で 5 分間摩砕した．摩砕液を 4℃，
7,000 rpmで 10分間遠心分離した．水層を取り出し，4℃，38,000 rpmで 90分間遠心分離した．テフ
ロンホモジェナイザーにペレットを移し，5.7 mlのバッファー [10 mM リン酸カリウム (pH 7.2)，2 mM 
EDTA (pH 8.0)] を加えて，4℃で一晩かけて懸濁した．懸濁液を 4℃，7,000 rpmで 10分間遠心分
離した．上清に1/5量のバッファー [10 mMリン酸カリウム (pH 7.2)，2 mM EDTA (pH 8.0)，5% (v/v) 
Triton-X] を混合し，4℃，38,000 rpmで 90分間遠心分離した．ペレットを取り出し，500 µlのバッフ
ァー [10 mM リン酸カリウム (pH 7.2)，2 mM EDTA (pH 8.0)] に懸濁した．外部委託により，精製
CMV(Y)溶液を用いて，CMV(Y)粒子を抗原とするウサギ抗体を作製した． 
 
(2) Tissue printing法による CMV-CPの検出 




CMV(Y)接種葉または植物体全身の汁液を濾紙に転写し，Takahashi et al. (2002) と同様の手順で，
抗体を用いて CMV-CPを検出した． 
 
(3) ELISA法による CMV-CPの定量 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法により，CMV-CP を定量した．生重量の 50 倍 
(w/v) の 50 mM Na2CO3 (pH 9.6) で，シロイヌナズナの CMV(Y)接種葉 (3 dpi) を摩砕した． 
Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) を用いて，Bradford法 
(Bradford 1976) により，摩砕液に含まれる総タンパク質量を測定した．マイクロアッセイプレート 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) の各ウェルに，総タンパク質濃度が 0.3 mg/ml
12 
 
の摩砕液を 200 µlずつ入れ，1時間静置した．Tris buffered saline with Tween 20 (TBS-T) で．各ウ
ェルを 3 回洗浄した．タバコ摩砕液 (生重量の 10 倍の TBS-T でタバコ健全葉を摩砕した液) で
10,000倍希釈した抗CMV-CP抗体液を 200 µlを加え，1時間静置した．TBS-Tで 3回洗浄した後，
0.2 µg/ml Anti-Rabbit IgG (Fc)，AP conjugate (Promega Corp., Madison，WI，USA) を含む TBS-T
を 200 µlを加え，1時間静置した．TBS-Tで 3回洗浄した後，200 µlの発色基質液 [1 mg/mL (w/v) 
p-ニトロフェニルリン酸二ナトリウム，10% (v/v) ジエタノールアミン (pH 9.0)]を加えた．発色開始 30
分後の 405 nm吸光度を測定し，相対的な CMV-CP蓄積量とした． 
 
4．RCY1-HA タンパク質の検出 
ウェスタンブロッティング法により，HA エピトープ標識 RCY1 タンパク質 (RCY1-HA) の検出およ
び定量を行った．3 週齢のシロイヌナズナの完全展開葉 2 枚から，直径 6 mm のリーフディスクを 1
枚ずつ採取した．100 µlの抽出バッファー [25 mM Tris-HCl (pH 7.5)，10% (v/v) グリセロール，1 
mM EDTA (pH 8.0)，150 mM NaCl，10 mMジチオスレイトール] で 2枚のリーフディスクを摩砕した．
Bradford 法 (Bradford 1976) によって総タンパク質蓄積量を測定し，全てのサンプルを同一の濃度
に希釈した．摩砕液に等量の 2× サンプルバッファー [100 mM Tris-HCl (pH 6.8)，4% (w/v) ドデシ
ル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate: SDS)，20% (v/v) グリセロール，0.12% (v/v) 2-メルカプト
エタノール，0.005% (w/v) ブロモフェノールブルー] を混合し，5分間ボイルした．12,000 rpm，5分
間の遠心分離によって得られた上清のうち，20 µl を 10% (w/v) ポリアクリルアミドゲルで分離した．
電 気 泳 動 後 ， セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 を 用 い て ， バ ッ フ ァ ー  [10 mM 
N-Cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid (CAPS, pH 11.0)，10% (v/v) メタノール] を介して PVDF
メンブレン (Immobilon-P，GE Healthcare UK Ltd., Amersham Place, UK) にゲル上のタンパク質を
転写した．転写終了後，5% (w/v) スキムミルクを含む TBS-T [20 mM Tris-HCl (pH 7.6)，150 mM 
NaCl，0.05% (v/v) Tween 20] 中で，メンブレンを 30分間振とうした．TBS-Tで 3回洗浄した後，10 
mU/ml Anti-HA-Peroxidase, High Affinity (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) および
5%スキムミルクを含む TBS-Tで，メンブレンを 30分間振とうした．TBS-Tで 3回洗浄した後，発色基
質Western BLoT Quant HRP Substrate (タカラバイオ株式会社，草津，日本) にメンブレンを浸した．
Molecular Imager VersaDoc MPTM 4000 System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) により，メンブレン上の




(1) GTC法による total RNAの抽出 
マルチビーズショッカーを用いて急速凍結した葉を摩砕し，6 倍量の抽出バッファー [4.2 M グア
ニジンチオシアン酸塩 (guanidinium thiocyanate: GTC)，0.5% (w/v) N-ラウロイルサルコシン酸ナトリ




量の 10 M塩化リチウムを加えて，4℃で 30分間以上静置した後，12,000 rpmで 20分間遠心分離し
た．沈殿物を 70% (v/v) エタノールでリンスして乾燥させた後，少量の滅菌水に溶解した． 
 
(2) ノーザンブロッティング法による RCY1，PR-1転写産物の検出 
CMV(Y)接種 0，0.5，1，2，3 日後の接種葉全体を摩砕し，total RNA を抽出した．RNA 変性液 
[12 µg total RNA，1 M グリオキサール，1× Tris-acetate-EDTA buffer (TAE)，50% (v/v) ジメチル
スルホキシド (dimethyl sulfoxide: DMSO)] を 65℃で 10分間インキュベートし，氷冷した後，
1/4 量の 5× Loading buffer [50% (v/v) グリセロール，1× TAE，0.04% (w/v) ブロモフェノール
ブルー，0.04% (w/v) キシレンシアノール] と混合した．サンプルを 1.2% (w/v) アガロースゲ
ルにアプライし，1× TAE中で 100 V定電圧で泳動した．20× saline sodium citrate buffer (SSC) を
用いたキャピラリーブロッティングにより，ナイロンメンブレン (Hybond-N+，GE Healthcare 
UK Ltd.) にゲル中の RNA 断片を転写した．ブロッティング終了後，メンブレンを 50 mM 
NaOHに 15秒間浸すことで，グリオキサールを除去した．2× SSC-0.2 M Tris-HCl (pH 7.5) に
浸して中和した後，UVクロスリンカーを用いてメンブレンに RNAを固定した．メンブレン
を風乾した後，ハイブリダイゼーションバッファー [50%ホルムアミド，5× sodium chloride-sodium 
phosphate-EDTA (SSPE)，0.5% (w/v) SDS，10× denhard’s solution，1 mg/ml salmon sperm DNA] 
に浸し，42℃で数時間振とうした．さらに，ハイブリダイゼーションバッファーに熱変性させた
digoxigenin (DIG) 標識 DNAプローブを加えて，42℃で一晩振とうした．プローブは，DNA ラベリン
グミックス (F. Hoffmann-La Roche Ltd.) を用いた polymerase chain reaction (PCR) により DIG標識
した． RCY1転写産物を検出するプローブは，RCY1の3’-UTR領域内の特異的配列を増幅する以
下のプライマー対を用いて調製した． 
 RCY1utr3-F: 5’-GATAGAGGCTGCTTCACAAAAG-3’ 
 RCY1utr3-R: 5’-AAGGCACAACATAACGATGCAC-3’ 
シロイヌナズナの PATHOGENESIS-RELATED GENE 1 (PR-1, At2g14610) および 18S ribosomal 
RNA (rRNA) 転写産物は，先行研究 (Takahashi et al. 2012a) と同様のプローブを用いて検出し
た．ハイブリダイゼーション終了後，2× SSC-0.1% (w/v) SDS にメンブレンを浸して 10 分間
振とうすることを 2回繰り返した後，0.1× SSC-0.1% (w/v) SDS に浸して 55℃で 20分間振と
うすることを 2 回繰り返して，未反応プローブを洗浄した．さらに，メンブレンに以下の反応液
を順番に処理した．Dig buffer 1 [100 mMマレイン酸 (pH 7.5), 150 mM NaCl] 中で 5分間振とうす
ることを 2回繰り返した．ブロッキング溶液 [1% Blocking reagent (F. Hoffmann-La Roche Ltd.), 100 
mMマレイン酸 (pH 7.5), 150 mM NaCl] 中で 30分間振とうした後，75 mU/ml Anti-Digoxigenin-AP，
Fab fragments (F. Hoffmann-La Roche Ltd.) を含むブロッキング溶液中で 30分間振とうした．洗浄バ
ッファー [100 mMマレイン酸 (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.2% (v/v) Tween 20] 中で 5分間振とうする
ことを 2回繰り返した．Dig buffer 3 [100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl] で 3
分間振とうした後，CDP-Star working solution (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA) に 5





 (3) リアルタイム qRT-PCR法による RCY1転写産物の定量 
リアルタイム定量 (quantitative: q) 逆転写 PCR (reverse transcription-PCR: RT-PCR) 法により， 
RCY1転写産物の相対蓄積量を測定した．PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser (タカラバ
イオ株式会社) を用いて，total RNA を鋳型として逆転写反応を行った．得られた cDNA を鋳型とし
て，SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) (タカラバイオ株式会社) を用いて，10 µlの PCR
反応液を調製した．Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.) 
を使用して，95℃・30秒間→(95℃・5秒間→60℃・31秒間) × 40サイクルの反応における PCR産物
の増幅量を測定した．以下のプライマー対により，RCY1 遺伝子およびシロイヌナズナの UBQITIN5 
(UBQ5, At3g62250) 遺伝子をそれぞれ検出した． 
 RCY1-HA.F:  5’-GAGTTGGGATTGGCAGTATC-3’ 
 RCY1-HA.R: 5’-CCAGCGAAAGCCTTATTTGAC-3’ 
 RTUBQ5-F1: 5’-GATCGATCCTTCTCTTTCTCTCTTATC-3’ 
 RTUBQ5-R1: 5’-GTTCAACATAGAATCCATGATAACTCAAA-3’ 




(1) CTAB法によるゲノム DNAの抽出 
300 µlの 2% Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) solution [100 mM Tris-HCl (pH 8.0)，20 
mM EDTA (pH 8.0)，1.4 M NaCl，2% (w/v) CTAB] で，3週齢のシロイヌナズナの完全展開葉を摩
砕し，65℃で 30分間インキュベートした．クロロホルム抽出を 2回行って水層を取り出した後，1.5倍
量 (v/v) の 1% CTAB solution [50 mM Tris-HCl (pH 8.0)，10 mM EDTA (pH 8.0)，1% (w/v) CTAB] 
と混合し，1 時間以上静置した．8,000 rpm，10 分間遠心分離して得られたペレットを 100 µl の
Tris-EDTA buffer (TE) [10 mM EDTA (pH 8.0)，50 mM Tris-HCl (pH 8.0)] に懸濁した．エタノール
沈殿により得たペレットを RNaseA (10 µg/ml) を含む TEに溶解し，37℃で 30分間インキュベートし
た．フェノール・クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により RNaseA を除去した後，ペレットを TE
に溶解した． 
 
(2) リアルタイム PCR法による RCY1 トランスジーンコピー数の推定 
リアルタイム PCR 法により，シロイヌナズナ各系統のゲノムに含まれる RCY1 トランスジーンのコピ








HR細胞死を染色するため，トリパンブルー染色液 [12.5% (w/v) フェノール，12.5% (v/v) グリセ





(1) サザンブロッティング法による RCY1シトシンメチル化の解析 
各植物系統の葉から CTAB法 (p. 14) によって抽出したゲノム DNA を，メチル化感受性制限酵
素である HpyCH4IV または Sau3AIにより，一晩かけて消化した．消化 DNA断片を 2.0% (w/v) ア
ガロースゲルにアプライし，1× TAE中で 100 V定電圧で泳動した．アルカリ溶液 (1 M NaCl，0.4 N 
NaOH) を用いて，ナイロンメンブレン (Hybond-N+，GE Healthcare UK Ltd.) に，ゲル中の DNA断




 RCY1p-F: 5’-GATAGAGGCTGCTTCACAAAAG-3’ 
 RCY1utr5-R: 5’-AAGGCACAACATAACGATGCAC-3’ 
ハイブリダイゼーション終了後，メンブレンに以下の反応液を処理した．まず，2× SSC-0.1% (w/v) 
SDSで 5分間振とうした．さらに，0.1× SSC-0.1% (w/v) SDS で 55℃・10分間振とうすることを 2回
繰り返して，プローブを洗浄した．以降は，ノーザンブロッティング法における方法と同様に (pp. 




まず，各植物系統の葉からCTAB法 (p. 14) によって抽出したゲノムDNAに，バイサルファイト変
換を施した．Methylamp DNA Modification Kit (EpiGentek Group Inc., Farmingdale, NY, USA) また
は Epitect Bisulfite Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany) により，1サンプルにつき 200 ngのゲノム
DNAをバイサルファイト変換した．バイサルファイト変換 DNAを鋳型として，KOD -Multi & Epi- (東
洋紡株式会社，大阪，日本) を用いて PCRを行った．プライマー対 RCY1-BiF3および RCY1-BiR3
により，RCY1開始コドン上流 343-baseから下流 5-baseまでを含む領域 (RCY1 region I) のセンス鎖
を増幅した．プライマー対 RCY1-BiF2 および RCY1-BiR2.1 により，RCY1 第二イントロンと第三エキ
ソンの境界の上流 177-baseから下流 118-base までを含む領域 (RCY1 region II) のセンス鎖を増幅
した．プライマー対 SUP-BiF1および SUP-BiR2により，SUPERMAN (SUP, At3g23130) 遺伝子の 5’
側領域を増幅した．プライマー対MEA-ISR-BiFおよびMEA-ISR-BiR (Cao and Jacobsen 2002) に
より，MEDEA (MEA; At1g02580) 遺伝子と At1g02590遺伝子の間の領域である MEDEA-intergenic 
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subtelomeric repeats (MEA-ISR) を増幅した．以下にプライマー配列を示す． 
 RCY1-BiF3: 5’-AATGATAGGAYTGGGTYAATAGTT-3’ 
 RCY1-BiR3: 5’-CCCAAACRACACAAATCCTTCA-3’ 
 RCY1-BiF2: 5’-TTATGGTTTATTYATGATTGGTTTG-3’ 
 RCY1-BiR2.1: 5’-TCAAAAACTCTTTTCCACTCA-3’ 
 SUP-BiF1: 5’-TAAGATGGGGATTTGATAATG-3’ 
 SUP-BiR2: 5’-CAATTATCATAATCTCCATARCTCC-3’ 
 MEA-ISR-BiF: 5’-AAAGTGGTTGTAGTTTATGAAAGGTTTTAT-3’ 
 MEA-ISR-BiR: 5’-CTTAAAAAATTTTCAACTCATTTTTTTTAAAAAA-3’ 
PCR 産物は，TArget CloneTM -Plus- (東洋紡株式会社) を用いて pTA2 ベクターに挿入したのち，
Escherichia coli DH5α系統に形質転換した．抗生物質入り培地によって選抜した E．coliのシングル
コロニーから，標準的なミニプレップ法 (Green and Sambrook 2012) に従って，プラスミド DNAを抽
出した．GenomeLabTM DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, Inc. Brea, CA, USA)，プラスミド
DNA および M4 プライマー (5′-GTTTTCCCAGTCACGAC-3′) を用いて，サンガー法によるシーク
エンス反応を行った．シークエンス反応産物は，CEQ 8,000 Genetic Analysis System (Beckman 
Coulter, Inc.) によって解析した．1か所あたり，8 クローン，12 クローンまたは 15 クローンの配列を解
析した．最後に，ソフトウェア Kismeth (Gruntman et al. 2008) により，メチル化シトシンの分布と割合
を可視化および数値化した．統計解析ソフト R (R Core Team 2014) を用いた 1000反復のブートスト
ラップ解析により，シークエンスを解析したクローンのサンプリングバイアスを評価した．解析に用い
た R スクリプトは，https://github.com/ShuheiMiyashita/MethylationBootstrap/に保存した． 
 
9．シロイヌナズナに対するシトシンメチル化阻害剤の処理 
DNA メチル化阻害剤である 5-azacytidine (AZA) のストック溶液は，用時に終濃度 100 mM で
DMSOに溶解した．シロイヌナズナの種子を 2%の次亜塩素酸で 5分間表面殺菌した後，滅菌水で
5回洗浄した． 1% (w/v) スクロース，0.8% (w/v) 寒天および 0.2 mM AZAを含む 0.5× Murashige 
& Skoog (MS) 培地 (Murashige and Skoog 1962) に，殺菌種子を撒いた．陰性対照として，AZAを
除いた同培地に，同様に種子を撒いた．播種後 3 週間後の植物体の葉を用いて， RCY1 タンパク
質蓄積，RCY1転写産物量および RCY1 region Iのメチル化シトシン割合を解析した．RCY1転写産
物量は，UBQ5ではなく，AZAの影響を受けない ACTIN2 (ACT2, AT3G18780) の転写産物量によ
って標準化した．ACT2転写産物は，以下のプライマー対を用いて検出した． 
 AtACT-F: 5’- ATCGGTGGTTCCATTCTTGCT-3’ 










第一項 シロイヌナズナにおける RCY1発現動態 
1．HR誘導時における RCY1発現変動 
RCY1を持ち，CMV(Y)に対して HR抵抗性を示すシロイヌナズナのエコタイプ C24 と，RCY1を持
たず，CMV(Y)罹病性であるエコタイプ Col-0において，DIG標識 RCY1プローブを用いたノーザン
ハイブリダイゼーションにより，RCY1転写産物を検出した．エコタイプ C24の CMV(Y)接種葉におけ
る HRの進展にともなって，RCY1転写産物量は上昇しなかった (図 2)．CMV(Y)に対して HR抵抗
性を示すRCY1形質転換体のCol::pRCY1-HA#12系統 (Takahashi et al. 2012a) においても同様に, 
RCY1 転写産物を検出した．エコタイプ C24 における結果と同様に，Col::pRCY1-HA#12 系統の
CMV(Y)接種葉においても，RCY1 トランスジーン発現量は変動しなかった (図 2)．一方で，エコタイ
プ C24 と Col::pRCY1-HA#12系統の CMV(Y)接種葉において，HR誘導の典型的なマーカー遺伝







CMV(Y)抵抗性の強さと相関することが見出されている  (Sekine et al. 2008)．本研究で，未発表の
Col::pRCY1-HA 系統である#13 系統の性質を解析した．Col::pRCY1-HA#12 系統に比べて，
Col::pRCY1-HA#13系統において，RCY1タンパク質が明らかに高蓄積し (図 3A)，RCY1転写産物
蓄積量が約 10 倍増加していることが認められた (図 3B)．一方で，Col::pRCY1-HA#13 系統は，野
生型 Col-0や，Col::pRCY1-HA#12系統と同様に生育し，形態異常をきたさなかった．RCY1特異的
プライマー対を用いたリアルタイム PCRにより，エコタイプ C24および Col::pRCY1-HA#12系統は 1
コピー，Col::pRCY1-HA#13系統は 10コピーのRCY1を有することが推定された (図 3C)．一部の葉
にのみ CMV(Y)を接種した植物体において，CMV(Y)が非接種上位葉を含む全身に移行するかど
うか調べた．その結果，エコタイプ Col-0 は CMV(Y)に全身感染し，黄化の病徴を示していた (図
3D)．一方で，エコタイプ C24，Col::pRCY1-HA#12 系統，および Col::pRCY1-HA#13 系統の
CMV(Y)非接種上位葉において CMV-CP は検出されず，病徴も認められなかったため (図 3D)，こ
れらのシロイヌナズナは CMV(Y)に対して抵抗性を示すことが確かめられた．エコタイプ C24 および
Col::pRCY1-HA#12系統のCMV(Y)接種葉において，局部壊死病斑の形成とCMV-CP蓄積が認め
られた一方で，Col::pRCY1-HA#13系統のCMV(Y)接種葉において，CMV-CPは全く検出されなか
った (図 3E)．したがって，エコタイプ C24やCol::pRCY1-HA#12系統がCMV(Y)に対してHR抵抗
















図 2．シロイヌナズナエコタイプおよび RCY1形質転換系統における RCY1転写産物と PR-1転写産
物の検出 
ノーザンブロッティング法により，シロイヌナズナの野生型エコタイプ C24 (WT C24)， HAエピトープ
付加 RCY1形質転換 Colの#12系統 (Col::pRCY1-HA#12)，野生型エコタイプ Col-0 (WT Col) に
ついて，CMV(Y)接種後 0, 0.5, 1, 2, および 3日後 (days post inoculation: dpi) の接種葉における















図 3．シロイヌナズナ RCY1 形質転換体における RCY1 コピー数，RCY1 発現量と CMV(Y)感染応
答 
シロイヌナズナの野生型エコタイプ C24 (WT C24)，野生型エコタイプ Col-0 (WT Col)，
Col::pRCY1-HA の独立 2 系統 (#12 および#13) における RCY1 コピー数と RCY1 発現および
CMV(Y)感染応答を解析した． A，ウェスタンブロッティング法により，抗 HA モノクローナル抗体を
用いて， RCY1-HA タンパク質蓄積を検出した．総タンパク質の内部標準として，CBB R-250 で染
色した RuBisCO大サブユニット (RBCL) のバンドを示した．B，qRT-PCR法により，RCY1転写産物
蓄積量を推定し，UBQ5転写産物蓄積量の相対値で標準化した値の，3個体における平均値±標準
偏差を示した．C，リアルタイム PCR 法により，RCY1 遺伝子コピー数を推定し，UBQ5 遺伝子コピー
数の相対値で標準化した値の，3 個体における平均値±標準偏差を示した．D， CMV(Y)を本葉第
一および第二葉のみに接種した植物体の，接種 9 日後の全身像を示した (上パネル)．また，tissue 
printing 法により，抗 CMV-CP ポリクローナル抗体を用いて，同植物体全身における CMV-CP の局
在を検出した (下パネル)．E，CMV(Y)接種 3 日後の接種葉を示した (上パネル)．また，tissue 
printing法により，同接種葉における CMV-CPの局在を検出した (下パネル)． 
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第二項 RCY1発現量の制御に関わるシロイヌナズナ src変異体の単離 
1．src変異体の CMV(Y)感染応答 
EMS処理によって Col::pRCY1-HA#13に変異を誘発し，後代の M2植物 20,000個体から src変
異体の候補を選抜した．M3世代における二次選抜を経て，異なる M1バルク集団に由来する，5 系
統の独立 src 変異体 (src1，src2，src3，src4，および src5) を得た．Tissue printing 法により，これら
src 変異体 5 系統の M4世代においても，エコタイプ Col-0 や，エコタイプ C24，Col::pRCY1-HA#8
系統および#12系統と同様に，CMV(Y)接種葉にCMV-CPが蓄積することが確かめられた (図4A)．
一方で，RCY1 を過剰発現する Col::pRCY1-HA#13 系統および#15 系統の CMV(Y)接種葉におい
ては，CMV(Y)の増殖は認められなかった (図 4A)．よって 5系統の src変異体は，CMV(Y)に対す
る ERを失っていることが確かめられた． 
トリパンブルーを用いて，HR 誘導によって形成される局部壊死病斑を染色したところ，5 系統の




おいて，CMV(Y)が全身移行していることが認められた (図 5A)．これに対して，エコタイプ C24，
Col::pRCY1-HA#12系統および#13系統に関しては，CMV(Y)は非接種上位葉において検出されな
かった (図 5A)．ELISA 法により，CMV(Y)接種葉における CMV-CP 蓄積量を経時的に測定したと
ころ，src変異体 3系統 (src1，src2, および src3) の CMV(Y)接種葉において，エコタイプ Col-0の
CMV(Y)接種葉と同程度に CMV(Y)-CP が増加し続けた (図 5B)．これに対して，HR が誘導された 
Col::pRCY1-HA#12系統のCMV(Y)接種葉においては，CMV(Y)-CPの増加が抑制されていた (図
5B)．また，Col::pRCY1-HA#13系統のCMV(Y)接種葉ではCMV(Y)-CP蓄積は全く認められなかっ





る HA エピトープ標識 RCY1 タンパク質を検出した．src1，src2，src3，src4，および src5変異体にお
ける RCY1 タンパク質の平均蓄積量は，Col::pRCY1-HA#13 系統の 0.6%から 5.3%程度と，顕著に











Col::pRCY1-HA#13 と src 変異体の交配後代を用いて，src 変異形質の遺伝分析を行った．
Col::pRCY-HA#13 と src2変異系統の相互交配後代 F1における，RCY1 タンパク質と RCY1転写産
物の蓄積量は，両親であるCol::pRCY1-HA#13と src2変異体の場合の中間的な値を示した (図 7A，
B)．これら F1植物の CMV(Y)接種葉において，CMV-CP が蓄積し，Col::pRCY1-HA#12 と同様に
HR 細胞死が誘導されていた (図 7C，D)．これらの結果から，src 変異形質は不完全優性遺伝する
可能性が示唆された．Col::pRCY1-HA#13 と src1，src2，src3，src4，または src5 変異系統の交配後
代 F2集団において，全ての交配組み合わせについて，CMV(Y)に対して ER を示すものは 1%から
6%のみしか現れなかった (表 1)．さらに，Col::pRCY1-HA#13 と src2 変異系統の相互交配後代 F2
集団の全ての個体において，RCY1タンパク質蓄積量は，Col::pRCY1-HA#13に比べて不規則に減











































図 4．suppressor of RCY1-mediated resistance to CMV(Y) (src) 変異体の CMV(Y)接種葉における
ウイルス外被タンパク質および HR細胞死の検出 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ C24 (WT C24)，野生型エコタイプ Col-0 (WT Col)，
Col::pRCY1-HA独立 4系統 (#8, #12, #13, #15) および src変異体独立 5系統 (src1, src2, src3, 
src4, src5) の CMV(Y)接種葉における応答を示した．A，Tissue printing法により，抗 CMV-CP抗体
を用いて，mockまたは CMV(Y)接種葉 (3 dpi) における CMV-CP蓄積の局在を検出した (下パネ
ル)．B，トリパンブルー染色法により，mockまたはCMV(Y)接種葉 (3 dpi) の死細胞を染色した (下


















図 5．src変異体の CMV(Y)感染 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ C24 (WT C24)，野生型エコタイプ Col-0 (WT Col)，
Col::pRCY1-HA独立 4系統 (#8, #12, #13, #15) および src変異体独立 5系統 (src1, src2, src3, 
src4, src5) における CMV(Y)感染の程度を解析した．A，Tissue printing法により，抗 CMV-CP抗体
を用いて，接種 3, 5, 7 または 9日後の mockまたは CMV(Y)接種植物体全身における CMV-CPの
局在を検出した．B，ELISA法により，抗 CMV-CP抗体を用いて CMV(Y)接種 0, 2, 3または 4日後
の接種葉における CMV-CPの相対蓄積量を測定し，3個体における平均値±標準偏差で示した．
接種 4 日後のデータを統計解析した．同じアルファベットは，各植物系統間において接種 4
日後の相対 CMV-CP 蓄積量に統計的有意差が検出されないことを示す [one-way ANOVA 
(F
5,12 













図 6．src変異体における RCY1-HAタンパク質蓄積量と RCY1転写産物蓄積量 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ Col-0 (WT Col), Col::pRCY1-HA独立 4 系統 (#8, #12, #13, 
#15) および src 変異体独立 5系統 (src1, src2, src3, src4, src5) の葉における RCY1-HAタンパ
ク質および RCY1 転写産物を定量した．A，ウェスタンブロッティング法により，抗 HAモノ
クローナル抗体を用いて RCY1-HAタンパク質を検出した．B，Quantity One ソフトウェアを
用いて，ウェスタンブロッティングにより検出した RCY1-HA タンパク質のバンド濃度を定
量化した．4 個体における相対 RCY1 タンパク質の平均値±標準偏差を示した．C，qRT-PCR
法により，RCY1 転写産物の相対量を測定し，UBQ5 転写産物の相対量で標準化した．3 個体
における相対 RCY1 転写産物蓄積量の平均値±標準偏差を示した．B および Cにおいて，同じ
アルファベットは，植物系統間で統計的有意差が検出されないことを示す  (P < 0.05, 










図 7．Col::pRCY1-HA#13 と src変異体の交配後代 F1の表現型 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ Col-0 (WT Col), Col::pRCY1-HA独立 2系統 (#12, #13)，src2変
異体，F1 [Col::pRCY1-HA#13  src2 (#13  src2)] および F1 [src2  Col::pRCY1-HA#13 (src2  
#13)] における RCY1 発現および CMV(Y)感染応答を解析した．A，ウェスタンブロッティング法によ
り，抗HAモノクローナル抗体を用いて検出したRCY1-HAタンパク質のバンド濃度を定量化し，3個
体における平均値±標準偏差を示した．同じアルファベットは，植物系統間で有意差が検出されない
ことを示す [one-way ANOVA (F5,12 = 70.647, P < 0.001) followed by a Games-Howell post hoc test 
(n = 3, P < 0.05)]．B， qRT-PCR法により測定した，相対 RCY1転写産物蓄積量を UBQ5転写産物
量で標準化した値の，3 個体における平均値±標準偏差を示した．同じアルファベットは，植物系統
間で統計的有意差が検出されないことを示す[one-way ANOVA (F5,12 = 58.941, P < 0.001) followed 
by a Games-Howell post hoc test (n = 3, P < 0.1)]．C，Tissue printing法により，抗CMV-CP抗体を用
いて，mock または CMV(Y)接種葉における CMV-CP 蓄積の局在を検出した．D，トリパンブルーを





























Col::pRCY1-HA#13  src1 2 57 3.4 25 14.7 7.879 
Col::pRCY1-HA #13  src2 3 50 5.7 25 10.6 7.879 
src2  Col::pRCY1-HA #13 2 52 3.7 25 13.1 7.879 
Col::pRCY1-HA #13  src3 1 54 1.8 25 15.8 7.879 
Col::pRCY1-HA #13  src4 1 74 1.3 25 22.4 7.879 
Col::pRCY1-HA #13  src5 4 66 5.7 25 13.9 7.879 
a 3週齢の植物体に CMV(Y)を接種した．Tissue printing法により，CMV(Y)接種 3日後の接種葉に
おけるウイルス CP蓄積を検出した．CMV-CP蓄積が検出された個体 (ER喪失個体) と検出されな















図 8．Col::pRCY1-HA#13と src変異体の交配後代 F2のHAエピトープ標識RCY1タンパク質
蓄積量 
ウェスタンブロッティング法により，抗 HA モノクローナル抗体を用いて，シロイヌナズナ
野生型エコタイプ Col-0 (WT Col)，src2 変異体，Col::pRCY1-HA#13 (#13) および F2 
[Col::pRCY1-HA#13  src2 (#13  src2)] 53 個体 (A) または F2 [src2  Col::pRCY1-HA#13 (src2 
 #13)] 54個体 (B) における HAエピトープ標識 RCY1タンパク質を検出した後，バンド濃
度を定量化した．Col::pRCY1-HA#13 における RCY1-HA タンパク質蓄積量の平均値を 10 










とを指し，DNA メチル化やヒストン修飾を介して生じることが示唆されている (Stam and Scheid 2005; 
Chandler 2010)．DNA メチル化は，様々な真核生物の遺伝子発現制御において重要な役割を果た
している (Jaenisch and Bird 2003; Bird 2007)．さらに，遺伝子のプロモーター領域のメチル化は，し
ばしば転写抑制を引き起こすことが知られている (Park et al. 1996; Stam et al. 1998)．そこで本項に
おいて，src 変異体の表現型が，RCY1 プロモーター領域のシトシンメチル化に起因する可能性を検
討した．植物において，DNA メチル化は，全てのシトシン残基に対して起こりうる (Suzuki and Bird 
2008)．一方で，CG配列，CHG配列および CHH配列 (Hは A，C または T を示す) の配列コンテ
クストごとに，メチル化の確立や維持に必要とされる因子が異なることが示唆されているため (Chan 
et al. 2005)，各配列コンテクストごとのシトシンメチル化を解析した． 
まず，メチル化感受性制限酵素を用いてサザンブロッティングを行った．HpyCH4IV および
Sau3AIを用いて，エコタイプCol-0，Col::pRCY1-HA#13系統および 5系統の src変異体から抽出し
たゲノム DNA を消化した．HpyCH4IV の切断活性は，認識配列に重なる CG メチル化により，
Sau3AI の切断活性は，認識配列に重なる全ての配列コンテクストのシトシンメチル化により阻害され
る．サザンブロッティングにより，RCY1プロモーターおよび 5’-UTR全域にハイブリダイズするDIG標
識 DNA プローブを用いて，HpyCH4IV または Sau3AIで消化した DNA 断片を検出した (図 9A)．
その結果，HpyCH4IV で消化した Col::pRCY1-HA#13のゲノム DNAにおいて，完全消化によって
現れる 534-bpの断片のみが検出された (図 9B)．一方で，HpyCH4IVで消化した src1，src2，src3，
src4，および src5 変異体のゲノム DNA については，534-bp の断片が減少し，完全消化を免れた
781-bpの断片が現れていた (図 9B)．さらに，Sau3AIで消化したCol::pRCY1-HA#13のゲノムDNA
においても，完全消化によって現れる 757-bpの断片のみが検出された (図 9C)．一方で，Sau3AIで
消化した src1，src2，src3，src4および src5変異体のゲノム DNAのブロットでは，1 kb より長い断片




の上流 343塩基から下流 5塩基までにわたる領域 (RCY1 region I) における，メチル化シトシンの分
布と割合を解析した．Col::pRCY1-HA#13の大部分の RCY1 region I クローンは，メチル化されてい
なかった (図 10A，C)．一方で，src2変異体の大部分の RCY1 region I クローンは，全ての配列コン
テクストのシトシンについて，Col::pRCY1-HA#13に比べて明らかに高メチル化されていた (図10A，
C)．一方で，src2変異体の，RCY1 region II と称する，RCY1の第二イントロンと第三エキソンの境界
から 177-base上流から 118-base下流にわたる領域のシトシンメチル化は，RCY1 region Iほどは亢進




2．src変異体における RCY1プロモーター領域メチル化と RCY1 タンパク質蓄積減少の相関関係 
src変異体において，RCY1プロモーターの高メチル化がRCY1タンパク質蓄積量の減少を招いて
いるのかどうか調べるために，RCY1タンパク質を異なるレベルで蓄積するCol::pRCY1-HA#13系統
と src2変異体の交配後代 F2を 3個体 [F2 (#13  src2)-#1，F2 (#13  src2)-#2，F2 (#13  src2)-#3] 
用意した．これら F2系統における RCY1 タンパク質蓄積量は，Col::pRCY1-HA#13 に比べて低かっ
た (図 10B)．一方で，これら F2系統間で比較した場合には，F2 (#13  src2)-#1，F2 (#13  src2)-#2，
F2 (#13  src2)-#3の順番に RCY1 タンパク質蓄積量が高くなっていった (図 10B)．バイサルファイト
シークエンスにより，これら F2系統と両親の RCY1 region Iにおけるシトシンメチル化の割合を解析し
て比較した結果，F2 (#13  src2)-#2 と F2 (#13  src2)-#3間の CHG配列および CHH配列中のシト
シンメチル化を例外として， RCY1 region Iにおけるシトシンメチル化の上昇の程度が，RCY1 タンパ
ク質蓄積量の減少の程度と相関していることが認められた (図 10B，C)． 
 EMS を処理した Col::pRCY1-HA#13 の後代から，ランダムに選んで自殖した 3 系統のシロイヌ
ナズナ  (ER1，ER2 および ER3) は，M4 世代において CMV(Y)に対して ER を示し，
Col::pRCY1-HA#13 と同レベルに RCY1 タンパク質を高蓄積していた (図 11A-C)．さらに，ER1 系
統における RCY1 region Iのメチル化の程度は，Col::pRCY1-HA#13と同程度であった (図 11D)．よ




ために，src変異体の表現型に対する，DNA メチル化阻害剤 5-azacytidine (AZA) の影響を解析し
た．src2，src3および src4変異体において，0.2 mMの AZA処理により，src変異によって減少した
RCY1タンパク質とRCY1転写産物の蓄積が回復した (図 12A，B)．このとき，0.2 mM AZA処理によ







and Meyerowitz 1997)．Col::pRCY1-HA#13系統および src2変異体において，SUP遺伝子の 5’上
流領域はほとんど同様にメチル化されていなかった (図 13A，B)． 遺伝子間領域の MEA-ISR は，
野生型シロイヌナズナにおいて高度にメチル化されていることが知られている (Cao and Jacobsen 
2002)．src1 および src2 変異体における MEA-ISR 領域のメチル化状態は，Col::pRCY1-HA#13 に










図 9．src変異体における RCY1 メチル化 
シロイヌナズナエコタイプCol-0 (WT Col)，Col::pRCY1-HA#13系統 (#13)，src変異体5系統 (src1, 
src2, src3, src4, src5) におけるRCY1プロモーター領域メチル化状態を解析した．A, RCY1-HAトラン
スジーンの上流側領域の模式図と，HpyCH4IV および Sau3AI 認識サイトを示した．淡灰色のボック
スで RCY1 プロモーターおよび 5’-UTR，濃灰色のボックスで RCY1 コード領域，太線でイントロンを
示した．両矢印で，サザンブロッティングに用いたプローブの位置を示した．HpyCH4IV 認識サイト 
(5’-ACGT-3’) および Sau3AI 認識サイト (5’-GATC-3’) の位置を，ひし形と三角形で示した．黒色
のひし形，黒色の三角形および白色の三角形は，それぞれ CG配列，CHG配列またはCHH配列と
重複する制限酵素の認識サイトを示す．上パネルと下パネルに，それぞれ HpyCH4IV または
Sau3AIで完全消化した場合に生成される断片の長さ (bp) を示した．スケールバーは，0.2 kb を示
す．Bおよび C，サザンブロッティング法により，HpyCH4IV (B) または Sau3AI (C) を用いて消化し






図 10．src変異体における RCY1プロモーターのメチル化と RCY1 タンパク質蓄積量の減少の相関 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ Col-0 (WT Col) ， Col::pRCY1-HA#13 (#13) ， src2 変異体，および  F2 
[Col::pRCY1-HA#13  src2 (#13  src2)] 3個体 (#1, #2, #3) を用いて，RCY1 メチル化と RCY1 タンパク質減少の関係を
解析した．A，バイサルファイトシークエンス法により，RCY1プロモーター内の一部領域 (region I) と RCY1コード領域内の
一部領域 (region II) における 5-メチルシトシンの分布を，それぞれ 15 クローンまたは 8 クローン解析した．RCY1-HA トラ
ンスジーンの上流側領域の模式図として，淡灰色のボックスで RCY1 プロモーターおよび 5’-UTR，濃灰色のボックスで
RCY1コード領域，太線でイントロンを示した．また，CG，CHGおよびCHH配列と重複するシトシンを，それぞれ赤色，青色
および緑色で示した．塗りつぶしの丸でメチル化シトシン，白丸で非メチル化シトシンを表した．B，ウェスタンブロッティング
法により，抗 HA モノクローナル抗体を用いて RCY1-HA タンパク質蓄積を検出した．C および D，バイサルファイトシーク
エンスの結果に基づき，region Iの 15 クローン分 (C) ，region IIの 8 クローン分 (D) のメチル化シトシン割合を数値化し
た．CG配列，CHG配列，CHH配列または全シトシン中の 5-メチルシトシンの割合を，それぞれ黒色，濃灰色，淡灰色およ








図 11．EMS処理 Col::pRCY1-HA#13の自殖後代の表現型と RCY1 メチル化 
EMSを処理したCol::pRCY1-HA#13の自殖後代から任意に選んだ 3系統 (ER1，ER2および ER3)
のM4世代植物におけるCMV(Y)感染応答，RCY1タンパク質蓄積量およびRCY1メチル化状態を，
野生型 Col-0 (WT Col)，Col::pRCY1-HAの独立 2系統 (#12および#13)，および src2変異体にお
ける場合と比較した．A，Tissue printing法により，各植物体の mockまたは CMV(Y)接種葉 (3 dpi) 
における CMV(Y)-CP蓄積を免疫学的に検出した．B，トリパンブルーにより，各植物体の mockまた
はCMV(Y)接種葉 (3 dpi) における死細胞を染色した．C，ウェスタンブロッティング法により，抗HA
モノクローナル抗体を用いてHAエピトープ標識RCY1タンパク質を検出した．総タンパク質ローディ
ングの内部標準として，CBB R-250によって RBCL タンパク質を染色して示した．D，バイサルファイ
トシークエンス法により，RCY1 region I のメチル化シトシン割合を解析した．CG 配列，CHG 配列，
CHH 配列または全シトシン中の 5-メチルシトシンの割合を，それぞれ黒色，濃灰色，淡灰色および









図 12．src変異体における RCY1発現に対する DNA メチル化阻害剤 (AZA) の影響 
0.2 mM 5-azacytidine (AZA) を含むMS培地 (+) または含まないMS培地 (-) で栽培したシロイヌ
ナズナ野生型エコタイプ Col-0 (WT Col), Col::pRCY1-HA#13系統 (#13) および src変異体 3系統 
(src2, src3, src4) における，RCY1発現を解析した．A, ウェスタンブロッティング法により，抗 HAモノ
クローナル抗体を用いて RCY1-HA タンパク質蓄積を検出した．総タンパク質ローディングの内部標
準として RBCL タンパク質の CBB染色像を示した．B, qRT-PCR法で測定した RCY1転写産物の相
対量を ACT2 転写産物の相対量で標準化した値の，4 個体における平均値±標準偏差を示した．ア
スタリスクは，AZA処理の有無により統計的有意差が検出されたことを示す (**P < 0.01, Two-way 
ANOVA followed by Games-Howell post hoc test)．C, バイサルファイトシークエンス法により，RCY1 

















バイサルファイトシークエンス法により，Col::pRCY1-HA#13 系統 (#13) と src 変異体独立 2 系統 
(src1および src2) の SUP遺伝子 5’側領域およびMEA-ISR領域における，8クローン分のメチル化
シトシンの分布および割合を解析した．Aおよび C，各植物系統の SUP遺伝子の 5’側領域 (A) お
よびMEA-ISR (C) におけるメチル化シトシン割合を示した．8 クローンにおいて，ブートストラップ法
により 1000 回リサンプリングを繰り返した際の，1 クローンあたりのメチル化シトシン割合の平均値±
標準偏差を示した．CG配列，CHG配列，CHH配列または全シトシン中の 5-メチルシトシンの割合を，
それぞれ黒色，濃灰色，淡灰色および白色の棒グラフで示した． BおよびD，SUP遺伝子の5’側領
域内 (B) およびMEA-ISR (D) のシトシン配列中における 5-メチルシトシンの位置のドットプロットを









1．RCY1発現調節の CMV(Y)抵抗性における役割  
いくつかの R 遺伝子については，Avr 遺伝子を持つ病原体の感染に応答して，転写量が顕著に
上昇することが知られている．例えば，N 遺伝子を持つタバコにタバコモザイクウイルスを接種すると，
接種 2日後の接種葉において，N遺伝子の転写産物量は約 30倍まで上昇することが知られている 
(Levy et al. 2004)．これに対して，ネイティブプロモーター制御のもと RCY1を発現するシロイヌナズ
ナの，HRが誘導されたCMV(Y)接種葉において，RCY1転写産物レベルはほとんど変動しなかった 
(図 2)．一方で，先行研究においても示されているように (Sekine et al. 2008)，RCY1の発現量が高く，
RCY1タンパク質が恒常的に高蓄積している Col::pRCY1-HA系統において，CMV(Y)の増殖がより
速く抑えられ，HR抵抗性が ERに転換することが確認された (図 3)．以上のことから，CMV(Y)抵抗





した．5 系統の src 変異体において，CMV(Y)に対する抵抗性が完全に失われたことは (図 4，5)，
Col::pRCY1-HA#13 系統に比べて RCY1 タンパク質と RCY1 転写産物が激減したことと相関してい




が明らかとなった．具体的には，Col::pRCY1-HA#13 系統と src 変異体の相互交配後代 F1は，両親
の中間的な表現型を示した (図 7)．さらに，Col::pRCY1-HA#13系統と src変異体の交配後代 F2の
多くの個体において，RCY1 タンパク質蓄積量の激減にともない，CMV(Y)に対する高度抵抗性が
失われていた (表 1，図 8)．このように，src変異形質はパラ変異様に遺伝するため，src1，src2，src3，
src4 および src5 変異遺伝子がアレル同士であるかどうか，検討することはできなかった．src 原因変
異を同定することは，今後の課題となるが，Col::pRCY1-HA#13 と src 変異体の交配後代 F2集団に
おいて，RCY1 タンパク質蓄積量が比較的高い個体群と，低い個体群を対照として，MutMap 法 
(Abe et al. 2012) によりマッピングするといったアプローチが考えられる． 
3．src変異による DNA メチル化制御 
RCY1 トランスジーンのプロモーター領域に含まれるシトシンは，Col::pRCY1-HA#13 系統や，
EMS を処理した Col::pRCY1-HA#13 系統の後代の任意の系統ではほとんどメチル化されていない
一方で，5つの src変異系統では，CG，CHGおよび CHHの全ての配列コンテクストに関して高メチ
ル化されていることを見出した (図 9，10，11)．さらに，Col::pRCY1-HA#13系統と src変異体の交配
後代において，RCY1 タンパク質蓄積量の減少と RCY1 プロモーター領域におけるシトシンメチル化
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の亢進が密接に相関していることが認められた (図 10)．また，src 変異系統へのシトシンメチル化阻
害剤AZA処理によって，src変異により誘発された RCY1プロモーター領域のメチル化が緩和される
とともに，RCY1 発現減少の表現型が部分的に回復することが認められた (図 12)．プロモーター領
域近傍のDNA メチル化は，直接的に転写活性化因子のアクセスを阻害したり，間接的に転写のコリ











た (図 12)．これらの結果から，src 変異体におけるメチル化状態の変化は，未解析の領域を除けば，
RCY1に特異的である可能性が示唆される． 
4． NB-LRR コード遺伝子の DNA メチル化制御に関する知見 
   近年，DNA メチル化やクロマチンの修飾・構造変化が，NB-LRR タンパク質をコードする遺伝子
の転写制御において重要な役割を果たしていることが示されつつある．シロイヌナズナにおいて，ヒ
ストン修飾やクロマチン活性化を介して，一部の NB-LRR クラス遺伝子の発現制御に関与する植物
因子がいくつか同定されている (Palma et al. 2010; Xia et al. 2013; Li et al. 2010,  2011; Tsuchiya 
and Eulgem 2013)．一方で，DNA メチル化制御機構の NB-LRR クラス R遺伝子の発現制御におけ
る役割は，後述する 2 つのケースを除いて，よく知られていない．植物において，細菌フラジェリンに
より誘発される防御応答の下流で，TIR-NB-LRR タンパク質をコードする RGM1 遺伝子が脱メチル
化され，発現誘導を受けることが明らかにされている (Yu et al. 2013)．また，低メチル化変異体 ddm1
の自殖系統から単離されたエピジェネティックバリアントの bal植物においては，TIR-NB-LRRサブク
ラス遺伝子のクラスターである RPP5 複合抵抗性遺伝子座のタンデム重複が誘発され，それら遺伝
子が過剰発現していることが知られている (Stokes and Richards 2002; Yi and Richards 2009)． 



















ー以外の遺伝子領域を介した RCY1 タンパク質蓄積量の制御機構について解析した． 
NB-LRR クラス R 遺伝子の，プロモーター以外の遺伝子領域を介した発現制御機構として，選択
的スプライシングが生じることがよく知られている．選択的転写産物が産生されるNB-LRRクラスR遺
伝子は，いくつか報告されているものの (Lawrence et al. 1995; Anderson et al. 1997; Parker et al. 
1997; Gassmann et al. 1999; Dinesh-Kumar and Baker 2000; Borhan et al. 2004; Schornack et al. 
2004; Ayliffe et al. 1999; Halterman et al. 2003)，このうち病害抵抗性における選択的スプライシング
の必要性が明らかにされているのは，わずかなケースに限られている (Dinesh-Kumar and Baker 
2000; Zhang and Gassmann 2007)．中には，選択的スプライシングの有無が，病害抵抗性に影響を
及ぼさないR遺伝子の例も知られている (Ayliffe et al. 1999)．さらに，これらのNB-LRR遺伝子の選
択的転写産物が，どのような分子機構を介して病害抵抗性に影響を及ぼしているのかは，今のとこ
ろ不明である (Staiger and Brown 2013)．したがって，NB-LRR クラス R遺伝子のコード領域配列の
役割は，十分に理解されているとは言えない． 
 
2．RCY1 タンパク質蓄積量の制御に関わる RCY1 コード領域配列の探索 








て頻繁に用いられている (Goodin et al. 2008)．さらに，N. benthamianaにおいては，RCY1 タンパク








(1) In-Fusion クローニング 
In-Fusion クローニング法により，ベクターコンストラクトを構築した．ベクターは，制限酵素処理によ
り線状化した．インサートは，KOD DNA polymerase (東洋紡株式会社) を用いて PCR法により調製
した．各ベクターおよびインサートの調製手順は，後の項目に詳述する．ベクター構築のための PCR
に用いたプライマーの配列は，全て表 2に示した．線状化ベクターとインサート断片は，アガロースゲ
ル電気泳動により副産物と分離した後，DE81ペーパー (GE Healthcare UK Ltd.) に吸着させて回
収した．TE/50 mM NaCl [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 50 mM NaCl] でペーパーを 3回
リンスした後，TE/1 M NaCl [10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 M NaCl] によりペーパーか
ら DNA を溶出した．フェノール・クロロホルム抽出，クロロホルム抽出に続きエタノール沈殿により





(2) RCY1 タンパク質をコードするベクターの構築 
図 14Bに，C末端側に HAエピトープを付加した RCY1 タンパク質 (RCY1-HA) をコードする 10
個のベクターコンストラクトを示した．これらコンストラクトは全て，pRI201-AN バイナリーベクター (タ
カラバイオ株式会社，図 14A) の Heat Shock Protein ターミネーター上流に融合した．本章において，
ゲノム RCY1の開始コドンから上流 66-bpの配列を RCY1 5’-UTR，終始コドンから下流 71-bpの配列
を RCY1 3’-UTR と称する． 
P35S-cRCY1-HAは，pRI201::RCY1-HA (Takahashi et al. 2012b) を改称したコンストラクトであり，
pRI201-ANベクターの，cauliflower mosaic virus 35S RNA (CaMV 35S) プロモーター (P35S) 下流
の NdeIおよび SalIサイトの間に，RCY1両末端UTRを含み，イントロンを除いた RCY1-HA cDNAを
クローニングした構造を持つ (図 14B)． 
PRCY1-gRCY1-HAは，RCY1開始コドン上流およそ 1.5 kbから RCY1 3’-UTRまでにわたる，ゲノム
RCY1-HA遺伝子を含むコンストラクトである (図 14B)．同ゲノム RCY1-HA領域は，プライマー対とし
て RI201AN.HindIII15.gRCY1 と RI201AN.SalI15.RCY1utr3，鋳型として pBS+SK/RCY1-HA  
(Sekine et al. 2008) を用いて増幅し，pRI201-ANベクターの HindIIIおよび SalIサイトにクローニン
グした． 
また，PRCY1-gRCY1-HAベクターおよび P35S-cRCY1-HAベクターの NotIサイトに，CaMV 35Sプロ
モーターと融合した緑色蛍光タンパク質遺伝子 (green fluorescent protein: GFP) を挿入して，それ
ぞれ PRCY1-gRCY1-HA::P35S-GFP または P35S-cRCY1-HA::P35S-GFP と称した (図 14B)．GFPの発現
カセットは，プライマー対として pUC.-40+NotI.15R と pUC.RV+NotI.15F，鋳型として 35Spro:GFP コ
ンストラクト(Hondo et al. 2007) を用いて増幅した． 
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 P35S-gRCY1-HAは，CaMV 35Sプロモーターの下流に，RCY1両末端 UTR と 2つのイントロンを含
むゲノム RCY1-HAコード領域を融合したコンストラクトである (図 14B)．P35S-gRCY1-HAは，プライマ
ー 対 と し て RI201AN.NdeI15.RCY1utr5 と RI201AN.SalI15.RCY1utr3 ， 鋳 型 と し て
pGA482/RCY1-HA (Sekine et al. 2008) を用いて増幅した PCR断片を，pRI201-ANの NdeIおよび
SalIサイトの間に挿入して作製した．P35S-gRCY1-HAから RCY1由来両末端 UTRを除いた構造を持
つ P35S-gRCY1-HA
orfは (図 14B)，プライマーを RI201AN.NdeI15bp と RI201AN.SalI15 bpに置き換
えた点を除き，P35S-gRCY1-HA と同様の手順で作製した． 
P35S-gRCY1.∆I-HAおよび P35S-gRCY1.∆II-HAは，P35S-gRCY1-HAからそれぞれ第一イントロンまた
は第二イントロンを欠失したコンストラクトである (図 14B)．P35S-gRCY1.∆I-HAの RCY1第一イントロン
を欠失した 5’側半分は，RI201AN.NdeI15.RCY1utr5 と RCY1.ExonII-R をプライマー対とし，
RCY1-HA cDNAを鋳型として PCR増幅した. さらに，P35S-gRCY1.∆I-HAのRCY1第二イントロンを含
む 3’側半分は，RCY1.ExonII-F と RI201AN.SalI15.RCY1utr3 をプライマー対とし，ゲノム RCY1-HA
を鋳型として PCR 増幅した．pRI201-AN ベクターの NdeIおよび SalIサイトの間に，これら 2つのイ
ンサートをクローニングした．P35S-gRCY1.∆II-HAは，P35S-gRCY1.∆I-HAの 2つのインサート間でプラ
イマー対と鋳型の組み合わせを入れ替えることで，同様に作製した． 
シロイヌナズナの COLD-REGULATED 15A (COR15a，At2g42540) 遺伝子の第二イントロンおよ
びPROFILIN 3 (PRF3，At5g56600) 遺伝子の第一イントロンは， 発現上昇活性を持たないことが示
されている (Rose et al. 2008; Jeong et al. 2006)．P35S-cRCY1.Ic-HAおよび P35S-cRCY1.Ip-HA は，
P35S-cRCY1-HAの第一エキソン・第二エキソンのスプライス接合部に，それぞれCOR15a第二イントロ
ンまたは PRF3 第一イントロンを挿入した構造を持つ  (図 14B)．P35S-cRCY1.Ic-HA は，3 種類の
PCR 産物: プライマー対 RI201AN.NdeI15.RCY1utr5 と nE1rcy.cIcor-R を用いて増幅した RCY1第
一エキソン; プライマー対 nE1rcy.cIcor-F と nIcor.cE2rcy-R を用いて増幅した COR15a の第二イント
ロン; プライマー対 nIcor.cE2rcy-F と RI201AN.SalI15.RCY1utr3 を用いて増幅した RCY1-HA第二・
第三エキソンを，pRI201-ANベクターの NdeIおよび SalIサイトの間にクローニングして作製した．同
様に，P35S-cRCY1.Ip-HA は，3 種類の PCR 産物: プライマー対 RI201AN.NdeI15.RCY1utr5 と
nE1rcy.cIprf3-R を用いて増幅した RCY1 第一エキソン ; プライマー対 nE1rcy.cIprf3-F と
nIprf3.cE2rcy-R を用いて増幅した PRF3 の第一イントロン ; プライマー対 nIprf3.cE2rcy-F と
RI201AN.SalI15.RCY1utr3を用いて増幅した RCY1-HA第二・第三エキソンを，pRI201-ANベクター
の NdeIおよび SalIサイトの間にクローニングして作製した． 
 
 (3) cDNAプールの調製 
3週齢のシロイヌナズナエコタイプ Col-0に，CMV接種 (48時間)，サリチル酸処理 (0.5 mMサリ
チル酸に葉柄を浸漬，24時間・48 時間)，高温処理 (37℃，24 時間) および低温処理 (4℃，24 時
間) を施した．各ストレスを処理した葉およびストレスを処理していない葉を混合して 1 つのサンプル
とし，GTC法 (pp. 12-13) により total RNAを抽出した．Oligotex-dT30 <Super> mRNA Purification 
Kit (タカラバイオ株式会社) を用いて，total RNAから polyA+ mRNAを精製した．ThermoScriptTM 
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RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.) を用いて，polyA+ mRNAを鋳型，Oligo(dT)20をプラ
イマーとして逆転写反応を行い，cDNAを合成した． 
 
(4) COR15a，PRF3および RCY1ホモログ NB-LRRをコードするベクターの構築 
防御応答とは無関係の遺伝子のコントロールとして，COR15a および PRF3 のベクターを構築した．
また，シロイヌナズナの 5 つの CC-NB-LRR 遺伝子，RECOGNITION OF PERONOSPORA 
PARASITICA 8 (RPP8, At5g43470) ， rpp8 (At5g43470) ， At5g35450 ， ACTIVATED DISEASE 
RESISTANCE 1 (ADR1，At1g33560)，および ADR1-LIKE 1 (ADR1-L1，At4g33300) のベクターを構
築した．これら 7 つの遺伝子の，ゲノム型の (自己のイントロンを持つ) コード領域を含むコンストラク
トを P35S-gx-HA，cDNA 型の (イントロンを除いた) コード領域を含むコンストラクトを P35S-cx-HA と称
した (xは各遺伝子名を示す，図 15B)． 
P35S-cRPP8-HAは，先行研究で作製された pRI201-AN::RPP8-HA (Takahashi et al. 2012b) を改
称したコンストラクトである．P35S-gRPP8-HA は，2 つの PCR 産物 : プライマー対として
RI201AN.NdeI15.RCY1utr5とRPP8.ExonI-R，鋳型として P35S-cRPP8-HAを用いて増幅した PCR
産物; プライマー対として RPP8.ExonI-Fと RPP8.NdeI15-R，鋳型としてエコタイプ Ler-0のゲ
ノム DNAを用いて増幅した PCR産物を，NdeIにより線状化した pRI201-AN:: P35S-cRPP8-HA
にクローニングして作製した． 
 RPP8 以外の 6 つの遺伝子のゲノム型と cDNA 型のコード領域は，それぞれシロイヌナズナエコタ
イプ Col-0 由来のゲノム DNA または cDNA プールを鋳型として PCR 増幅した．COR15a は，
RI201AN.NdeI.COR15a-F プライマーと，BstZ17I認識サイトおよび HAエピトープ配列を付加
した RI201AN.SalI15.HA.V.COR15a-R プライマーによって増幅した．pRI201-AN ベクターの
NdeIおよび SalIサイト (図 14A) に同 PCR断片を挿入して，HAタグ付きの pRI201-ANベク
ター (図 15A) を作製した．その他，PRF3，rpp8，At5g35450，ADR1 および ADR1-L1 は，プライ
マー対 RI201AN.NdeI.x-F および HA.BstZ17I.x-R によって増幅し (x は各遺伝子名を示す，表
2)，pRI201-AN::P35S-gCOR15a-HAベクターの NdeIおよび BstZ17Iサイト間  (図 15A) に挿入


















図 14．RCY1 タンパク質をコードするベクターコンストラクトの模式図 
A，pRI201-AN バイナリーベクターのマルチクローニングサイトの模式図を示した．B，pRI201-NA バ
イナリーベクターにクローニングした，RCY1 タンパク質をコードする 10 個のコンストラクトの模式図を
示した．黒色のボックスで RCY1両末端 UTR，濃灰色のボックスで RCY1 コード領域を示した．ボック
ス内の垂線で，スプライス接合部位を示した．太線で RCY1 の 2 つのイントロン，太点線で COR15a
第二イントロン，二重線で PRF3 第一イントロンを示した．A および B において，RCY1由来プロモー
ターを“PRCY1”，CaMV 35S プロモーターを“P35S”，シロイヌナズナ Alcohol Dehydrogenase 由来










図 15．COR15a，PRF3および CC-NB-LRR タンパク質をコードするベクターコンストラクトの模式図 
A，本研究で作製した，HA タグ付きの pRI201-ANバイナリーベクターのマルチクローニングサイトの





シロイヌナズナ Alcohol Dehydrogenase由来 5’-UTRを“U”，ヘマグルチニンエピトープ配列を“HA”，









































a In-Fusion 反応のために付加した線状化ベクター末端 15-bpに相同な配列を下線で示した. 





エレクトロポレーション法により，Agrobacterium tumefacience LBA4404 系統  [LBA4404 
Electro-Cells (タカラバイオ株式会社)]に，バイナリーベクターを導入した．A. tumefacienceおよび各
バイナリーベクターに対応する抗生物質を含む yeast mannitol (YM) 固形培地 [0.04% (w/v) 酵母
エキス，1.0% (w/v) マンニトール，1.7 mM NaCl，0.8 mM MgSO4，2.2 mM K2HPO4，1.5% (w/v) 寒
天] に播き，28℃で2晩培養した．A. tumefacienceおよび各バイナリーベクターに対応する抗生物質
を含む yeast extract broth (YEB) 培地 [1.33% (w/v) Nutrient broth，0.1% (w/v) 酵母エキス，0.5% 
(w/v) スクロース，2.0 mM MgSO4] にYM固形培地上のシングルコロニーを植菌し，30℃で 40時間
振とう培養した．培養液を 6,000 rpmで 5 分間遠心分離した．上清を捨て，ペレットに培養時の液量
と同量のインフィルトレーションバッファー [10 mM MES-KOH (pH 5.7)，10 mM MgCl2，150 µM ア
セトシリンゴン] を加え，よく懸濁した後，6,000 rpmで 5分間遠心分離した．上清を捨て，培養液量と
同量のインフィルトレーションバッファーにペレットをよく懸濁した．OD600が 0.5になるようにインフィル
トレーションバッファーで菌液を希釈した後，25℃で 2 時間インキュベートした．針なしの 1 ml シリン
ジを用いて，N. benthamiana完全展開葉の背軸面から A. tumefacience懸濁液を浸潤した．1枚の葉
の独立した箇所に，各A. tumefacience形質転換系統をインフィルトレーションすることで，遺伝子コン
ストラクト間の発現の比較を行った． 
N. benthamianaは，ピート板 (サカタのタネ株式会社，横浜，日本) に播種し，昼夜温 26℃/21℃，






シロイヌナズナの野生型エコタイプとして Col-0 および C24 を使用した．また，エコタイプ Col-0 を
バックグラウンドとした形質転換体として，Col::pRCY1-HA (Sekine et al. 2008) の独立 3 系統 
(Col::pRCY1-HA#8， #10， #12) を用いた．また，次項に示すように，本研究で確立した
Col::P35S-cRCY1-HA の独立 3 系統 (Col::P35S-cRCY1-HA#5，#21，#23) を供試した． 120℃で 20
分間オートクレーブ滅菌したPRO-MIX BX (Premier Tech Horticulture，Ltd.) に，これらのシロイヌナ
ズナ系統を播種し，25℃・連続照光下 (8,000 lux) で栽培した． 
 
(2) シロイヌナズナ形質転換 
外部委託により，アグロバクテリウムを介してシロイヌナズナエコタイプ Col-0 に P35S-cRCY1-HA を
形質転換した. 得られた形質転換体の種子を，70% (v/v) エタノール中で5分間振とうし，2%の次亜
塩素酸で 5分間表面殺菌した後，滅菌水で 5回洗浄した. 50 µg/mlカナマイシン，100 µg/mlカルベ
ニシリン，1% (w/v) スクロースおよび 0.8% (w/v) 寒天を含む 0.5× MS 固形培地 (Murashige and 
Skoog 1962) に殺菌種子を撒き, 形質転換植物を選抜した. トランスジーンをホモで持つ植物体は, 
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2 世代目および 3 世代目 (T2 および T3) 植物体において, 抗 HA モノクローナル抗体 (F. 
Hoffmann-La Roche Ltd.) を用いたウェスタンブロッティングを介して選抜した. 選抜された系統を，
Col::P35S-cRCY1-HA と称した． 
 
4．HAエピトープ標識タンパク質と GFP タンパク質の検出 
 HAエピトープ標識タンパク質は，第二章のRCY1-HAタンパク質の検出法 (p. 12) と同様に，ウェ
スタンブロッティング法により検出した．ただし，COR15a-HA タンパク質を検出する際には，電気泳
動に用いる総タンパク質量を 1/50 量に減らし，ブロッティングにはニトロセルロースメンブレンおよび
Towbinバッファー [25 mM Tris，192 mMグリシン，20 % (v/v) メタノール] を用いた． 
 RCY1-HA タンパク質を検出した後のメンブレンを用いて，GFP タンパク質を検出した．Anti-GFP 
(Green Fluorescent Protein) pAb (医学生物学研究所，名古屋，日本) を含む TBS-T (1:5000) 中で，
メンブレンを 30 分間振とうした．TBS-T で 3 回洗浄した後，0.2 µg/ml Anti-Rabbit IgG (Fc)，AP 
conjugate (Promega Corp., Madison，WI，USA) を含む TBS-T中で，メンブレンを 30分間振とうし
た．TBS-T で 3 回洗浄した後，発色基質液 [100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 100 mM NaCl, 5 mM 
MgCl2, 0.033% (w/v) 塩化ニトロブルーテトラゾリウム, 0.017 % (w/v) 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 




ノーザンブロッティング法により，遺伝子コンストラクトを一過的に発現させた N. benthamiana 組織
に蓄積する各遺伝子の転写産物を検出した．ノーザンブロッティングは，用いるプローブを除いて，
シロイヌナズナにおける RCY1 転写産物の検出 (pp. 13-14) と同様に行った．RCY1，RPP8 および
rpp8転写産物を検出するプローブは，3遺伝子間での共通性が高い領域を増幅する，以下のプライ
マー対を用いて調製した． 
 RCY1.ExonI-F: 5’-ATGGCTTCTTCTTTCCACAGCGGAG-3’ 
 rpp8-R3: 5’-CTTTGTGGCATCCTTAGCCTCTCCTG-3’ 
COR15a および PRF3 転写産物を検出するプローブは，それぞれ以下のプライマー対により増幅し
た． 
 COR15a-F: 5’-ATGGCTTCTTCTTTCCACAGCGGAG-3’ 
 COR15a-R: 5’-CTTTGTGGCATCCTTAGCCTCTCCTG-3’ 
 PRF3-F: 5’-ATGCCATTGCCACACACTCACTC-3’ 
 PRF3-R: 5’-GAGCCCCGATTCAATCAGGTAC-3’ 
N. benthamianaの HR誘導のマーカー遺伝子である PRB-1b，PR-2bおよび PR-6の転写産物を検
出するプローブは，以下のプライマー対を用いて調製した． 
 PRB-1b-F: 5’-CGGGATCCCGCCAAAACCCAAAATGGGATA-3’ 
 PRB-1b-R: 5’-CGGAATTCCGCGTAGGGACGTTGTCCTCTC-3’ 
 PR-2b-F: 5’-CGGGATCCCGGATGCCATTGTTGGCTTCTT-3’ 
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 PR-2b-R: 5’-CGGAATTCCGACTGTCCCAAACTCCACCAG-3’ 
 PR-6-F: 5’-ACGATCCCATATGCACCACT-3’ 
 PR-6-R: 5’-AATCCAGAAAACGGGCAAC-3’ 
 
(2) リアルタイム qRT-PCR法による RCY1転写産物の定量 
リアルタイム qRT-PCR法により，シロイヌナズナまたはアグロインフィルトレーション 48時間後の N. 
benthamiana の遺伝子発現組織における RCY1，RPP8 または rpp8 転写産物蓄積量を定量した．
qRT-PCRは，シロイヌナズナにおけるRCY1転写産物の検出法 (p. 14) と同様に行った．RCY1転写
産物の検出には，プライマー対 RCY1-HA.Fおよび RCY1-HA.R  (p. 14) を用いた．RPP8転写産
物は，プライマー対 CYCYRP-HA.F および CYCYRP-HA.R を用いて検出した．rpp8 転写産物は，
プライマー対 rpp8-F6および rpp8-R2を用いて検出した．内部標準として，プライマー対 NbEF-1α-F
およびNbEF-1α-RによってNicotiana benthamiana ELONGATION FACTOR 1𝛼 (NbEF-1𝛼) 転写産
物を検出した．プライマー配列を以下に示す． 
 CYCYRP-HA.F: 5’-TCCCCACCTTGCACAAA-3’ 
 CYCYRP-HA.R: 5’-CCAGCGAAAGCCTTAAATGTT-3’ 
 rpp8-F6: 5’-ACAACTTAACATTGCTCAGG-3’ 
 rpp8-R2: 5’-CCTTAGCCTCGTATAAACTC-3’ 
 NbEF-1α-F: 5’-CTGATTATTGACTCCACCACTG-3’ 
 NbEF-1α-R: 5’-GATCTTGTTACAGCAGCAAATC-3’ 
 
6．HRにおける植物の生理的変化の解析 
(1) トリパンブルー染色による HR様細胞死の検出 
トリパンブルー染色によって細胞死を可視化した．トリパンブルー染色液 (p. 15) に，アグロインフ
ィルトレーション 3日後の N. benthamianaの葉を入れ，8分間ボイルした．室温に戻した後，1.0 g/ml
抱水クロラールに葉を移し，数日間穏やかに振とうしてバックグラウンドを脱色した． 
 
(2) DAB染色による H2O2産生の検出 
 3, 3’-diaminobenzidine (DAB) を用いて H2O2産生を検出した．1 mg/ml DAB溶液 (pH 3.8) に，




 電解質漏出量測定により，HR 様細胞死の強さを定量評価した．アグロインフィルトレーション 3 日
後の N. benthamiana葉における各遺伝子コンストラクトの発現組織から，直径 0.6 cmのリーフディス
クを 10枚くり抜き，11 mlの 0.4 Mソルビトールに浮かべた．25℃で 20時間インキュベートした後，電










pSMAHdN632L-M2GUS (Hakata et al. 2010) の gusA 遺伝子上流に，pBI121 ベクター由来の
CaMV 35S プロモーターを挿入したコンストラクトを P35S-GUS と称した．RCY1intI+II-P35S-GUS は，
RCY1 ゲノム DNA の第一イントロンから第二イントロンに亘る領域を P35S-GUS 上流にクローニングし
たコンストラクトである．P35S-gRCY1-HA を鋳型として，以下のプライマー対を用いて PCR 増幅したイ
ントロン断片を，SbfIによって線状化した P35S-GUSにクローニングした． 





(2) ELISA法による GUS タンパク質蓄積量の定量 
ELISA法により，GUS タンパク質を定量した．生重量の 100倍の 50 mM Na2CO3 (pH 9.6) で，N. 
benthamiana の各遺伝子コンストラクトの発現組織を摩砕した．総タンパク質量を 0.022 mg/ml に調
製した摩砕液 200 µlをマイクロアッセイプレート (Thermo Fisher Scientific Inc.) の各ウェルに入れ，
1 時間静置した．以降，一次抗体の種類を除き，ELISA 法による CMV-CP 蓄積の定量方法 (pp. 
11-12) と同様に，相対 GUS タンパク質蓄積量として 405 nm吸光度を測定した．一次抗体には，0.4 




GTC 法  (pp. 12-13) により，シロイヌナズナ葉または RCY1-HA を一過的に発現した N. 
benthamiana葉組織から total RNAを抽出した．RQ1 RNase-Free DNase (Promega Corp.) を用いて，
total RNAに混入している可能性があるゲノムDNAを分解した．ゲノムDNAを分解した後，フェノー
ル・クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により RNA を精製した．精製 RNA を鋳型として，
ThermoScriptTM RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.) を用いて，Oligo(dT)20をプライマー
として逆転写反応を行い，cDNAを合成した．GoTaq® DNA polymerase (Promega Corp.) を用いた
RT-PCRにより，RCY1と rpp8の共通配列に特異的なプライマーを用いて，RCY1および rpp8選択的
転写産物を検出した．第一イントロンを保持する RCY1 転写産物の検出には，プライマーセットとして
RCY1.IntI-F1-2 と RCY1.ExonIII-R，または RCY1.ExonI-F と RCY1.ExonII-R を用いた．第二イント
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ロンを保持する RCY1転写産物の検出には，プライマーセットとして RCY1.ExonI-F と RCY1.IntII-R2
を用いた．RCY1.ExonI-F (p. 45) と RCY1.ExonII-Rプライマーの配列 (p. 43，表 2) を除く，プライ
マー配列を以下に示す． 
 RCY1.IntI-F1-2: 5’- GTGAGCTCTTATGGTACATACATGAAG -3’ 
 RCY1.ExonIII-R: 5’- GTCTTTGATAATTTGTAGGAAGTTCTCTTC -3’ 
 RCY1.IntII-R2: 5’- GCCTAAATTAGCATATGGATTACC -3’ 
内部標準として，シロイヌナズナにおいては UBQ5，N. benthamiana においては NbEF-1𝛼発現を検
出した．UBQ5 検出のプライマー配列は p.14，NbEF-1𝛼検出のプライマー配列は p.46 に示した．
PCR産物を1.0% (w/v) アガロースゲルと1× TAEで電気泳動し，ゲルをエチジウムブロマイドで染色
した．鋳型 cDNAにゲノムDNAがコンタミネーションしている可能性を検討するコントール実験として，
逆転写反応を施す前の total RNAを鋳型として，PCRを行った．また，イントロンが保持されたまたは






























第一項 RCY1 タンパク質蓄積量の制御に関わる RCY1遺伝子領域の同定 
1．N. benthamianaにおけるゲノム RCY1とCaMV 35Sプロモーター制御RCY1 cDNAの一過的
発現 
初めに，ゲノム RCY1 と RCY1 cDNA の発現を比較した．RCY1 プロモーターを含むゲノム
RCY1-HAのベクターである PRCY1-gRCY1-HA と，CaMV35Sプロモーター下流に RCY1-HAの cDNA
を融合したベクターである P35S-cRCY1-HA の下流それぞれに， T-DNA 領域の細胞核内への移行
効率の内部標準として，GFP 発現カセットを挿入した (図 14B)．N. benthamiana において，これら
PRCY1-gRCY1-HA::P35S-GFP および P35S-cRCY1-HA::P35S-GFP コンストラクトを一過的に発現させた．
そ の結果 ， ア グ ロ イ ン フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン の 48 時間後 と 72 時間後において ， 
P35S-cRCY1-HA::P35S-GFP の発現組織に比べ，PRCY1-gRCY1-HA::P35S-GFP の発現組織において，
RCY1 タンパク質がより高蓄積していた (図 16)．各コンストラクトの発現葉組織において，GFP 蓄積
量の推移に大きな差は認められなかったことから (図 16)，RCY1 タンパク質高蓄積は，T-DNA移行
効率の差ではなく，RCY1発現カセットの遺伝子構造の違いに起因すると考えられた． 
 
2．N. benthamianaにおける UTR・イントロン欠失 RCY1の一過的発現 
ゲノム RCY1 に含まれるプロモーター，UTR およびイントロンのどの遺伝子構造が RCY1 タンパク
質高蓄積に寄与しているのか調べるため，N. benthamiana において一連のベクターコンストラクト 
(図 14B) を一過的に発現させて，アグロインフィルトレーション 48時間後の発現組織におけるRCY1
タンパク質および RCY1転写産物の蓄積量を比較した． 
まず，RCY1 プロモーターと CaMV 35S プロモーターの活性を比較するために，PRCY1-gRCY1-HA
に対して，RCY1プロモーターを CaMV 35Sプロモーターに置き換えた P35S-gRCY1-HAコンストラクト
の発現を比較した．P35S-gRCY1-HA発現組織に比べて，PRCY1-gRCY1-HA発現組織において，RCY1
転写産物と RCY1 タンパク質の蓄積量は低下していた (図 17)．したがって，図 16 において認めら
れたゲノム RCY1 発現における RCY1 タンパク質高蓄積は，CaMV 35S プロモーターに比べた，
RCY1プロモーター活性の高さに起因するものではないと考えられた． 
次に，RCY1 タンパク質高蓄積における RCY1 由来の 5’-UTR および 3’-UTR の役割を調べるた
めに，P35S-gRCY1-HAに対して，RCY1由来両末端 UTRを欠失させた P35S-gRCY1-HAorfコンストラク
トの発現を比較した．P35S-gRCY1-HA および P35S-gRCY1-HAorfの発現組織間で，RCY1 転写産物や
RCY1タンパク質の蓄積量は，同等であった (図 17)．この結果から，RCY1の両末端UTRは，RCY1
発現量の調節に関与していないことが示唆された． 
さらに，RCY1 のコード領域内に含まれる 2 つのイントロンの役割を調べるため，P35S-gRCY1-HA と
P35S-cRCY1-HA の発現を比較した．その結果， P35S-cRCY1-HA の発現組織に比べて，
P35S-gRCY1-HAの発現組織において，明らかにRCY1タンパク質が高蓄積していることが認められた 
(図 17A，B)．反対に，P35S-cRCY1-HA 発現葉組織に比べて，P35S-gRCY1-HA 発現葉組織における
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RCY1 転写産物蓄積量は低下していた (図 17C，D および図 18)．P35S-gRCY1-HA ベクターは
CaMV 35S プロモーター下流に，イントロンを 2 つ有するゲノム RCY1 をコードしているのに対し，






欠失させた P35S-gRCY1. ∆ II-HA コンストラクトの発現を調べた．P35S-gRCY1. ∆ I-HA および
P35S-gRCY1.∆II-HAの発現組織における RCY1 タンパク質蓄積量は，P35S-gRCY1-HA発現組織と類
似している一方で，P35S-cRCY1-HA 発現組織に比べて顕著に上昇していた  (図  17A，B)．
P35S-gRCY1.∆I-HA および P35S-gRCY1.∆II-HA を発現させた葉組織における RCY1 転写産物蓄積量
も，P35S-gRCY1-HA 発現組織と同様であったのに対し，P35S-cRCY1-HA 発現組織に比べて明らかに
低下していた (図 17C，D)．したがって， RCY1の2つのイントロンのいずれか片方のみが存在すれ
ば，RCY1 タンパク質が同等に高蓄積することが認められた． 
 
3．ゲノム RCY1を一過的に発現させた N. benthamianaにおける防御応答誘導の促進 
RCY1 タンパク質は，N. benthamiana において過剰蓄積すると，Avr 遺伝子産物が存在しない状
況においても自発的に活性化し，HR 様の応答を誘導することがわかっている (Takahashi et al. 
2012b)．N. benthamiana において，P35S-cRCY1-HA を一過的に発現させた組織に比べて， 
P35S-gRCY1-HAの発現組織において，HR様細胞死，電解質漏出やH2O2産生がより強く誘導されて
いた (図 19A-C)．さらに，P35S-gRCY1-HA発現組織における PRB-1b，PR-2bおよび PR-6を含む防
御関連遺伝子の発現は，P35S-cRCY1-HA 発現組織に比べてより強く誘導されていた (図 19D)．した
がって，イントロンを介した RCY1 タンパク質蓄積量の増加は，RCY1 タンパク質下流の防御応答を
強化する役割を担っていると考えられた． 
 
4．シロイヌナズナにおけるゲノム RCY1 と CaMV 35Sプロモーター制御 RCY1 cDNAの発現 
シロイヌナズナにおいてもイントロンが RCY1 タンパク質高蓄積に必要であるのか調べるため， 
P35S-cRCY1-HA を形質転換した Col-0 系統を作出し，ゲノム RCY1 形質転換系統である
Col::pRCY1-HA (Sekine et al. 2008) と比較した．それぞれの形質転換体について，1 コピーのみ
RCY1 トランスジーンを有する独立 3 系統を選抜した (図 20A)．ゲノム RCY1 形質転換体の独立 3
系統 (Col::pRCY1-HA#8，#10，#12) に比べて，RCY1 の cDNA の形質転換体の独立 3 系統  
(Col::P35S-cRCY1-HA#5，#21，#23) において，RCY1転写産物量は平均して10倍以上高かった 一
方で (図 20B)，RCY1タンパク質蓄積量は約 1/4に減少していた (図 20C，D)．したがって，シロイヌ
ナズナにおいても，ゲノム RCY1 コード領域のイントロンが，RCY1転写産物量の上昇とは相関しない，

















図 16．ネイティブ RCY1 プロモーター制御ゲノム RCY1-HA または CaMV35S プロモーター制御
RCY1-HA cDNA一過的発現 N. benthamiana葉における HAエピトープ標識 RCY1の検出 
PRCY1-gRCY1-HA::P35S-GFP または P35S-gRCY1-HA::P35S-GFP を一過的に発現させた N. 
benthamiana葉組織において，アグロインフィルトレーション操作の 24，48，72および 96時間後に，
抗 HA モノクローナル抗体を用いて RCY1-HA タンパク質を検出した. 同様に内部標準として，抗
GFP ポリクローナル抗体を用いて GFP タンパク質蓄積を検出した. タンパク質サンプル定量の内部













図 17．ネイティブプロモーターまたは CaMV 35Sプロモーター制御のもと RCY1-HAコンストラクトシ
リーズを一過的に発現したN. benthamiana葉におけるHAエピトープ標識RCY1タンパク質および
RCY1転写産物の検出 
ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し て ， PRCY1-gRCY1-HA ， P35S-gRCY1-HA ， P35S-gRCY1-HAorf ，
P35S-gRCY1.ΔI-HA，P35S-gRCY1.ΔII-HA または P35S-cRCY1-HAを一過的に発現した N. benthamiana
葉において，アグロインフィルトレーション操作の 48時間後に，RCY1-HAタンパク質およびRCY1転
写産物を定量した．一過的遺伝子発現操作のコントロールとして，pRI201-AN ベクター (Vector) を





積量を測定し，NbEF-1𝛼転写産物蓄積量で標準化した． B および D において，4 個体における平
均値±標準偏差を示した. 同じアルファベットは, コンストラクト間で統計的有意差が検出されないこ















図 18．P35S-gRCY1-HA および P35S-cRCY1-HA を一過的に発現した N. bethamiana 葉における
RCY1転写産物蓄積の推移 
P35S-gRCY1-HAまたは P35S-cRCY1-HAを一過的に発現した N. benthamiana組織において，アグロイ

















図 19．P35S-gRCY1-HAおよび P35S-cRCY1-HAを一過的に発現したN. bethamiana葉における防御
応答活性の解析  
アグロバクテリウムを介して，P35S-gRCY1-HA または P35S-cRCY1-HA を一過的に発現した N. 
benthamiana 組織において誘導される防御応答を解析した．一過的遺伝子発現操作のコントロール
として，pRI201-AN ベクター (Vector) を用いた．A，トリパンブルー染色法により HR 細胞死を可視
化した． B，DAB 染色法により，H2O2 産生を可視化した．C, 電解質漏出量の測定により，過敏感
反応の程度を定量的に評価した．AからCにおいて，アグロインフィルトレーション 72時間後の各遺
伝子の発現組織を解析に用いた．D，ノーザンブロッティング法により，アグロインフィルトレーション











図 20．HA 標識ゲノム RCY1 または HA 標識 RCY1 cDNA 形質転換 Col-0 独立 3 系統における
RCY1転写産物, RCY1 トランスジーンおよび HAエピトープ標識 RCY1 タンパク質の検出 
シロイヌナズナ野生型エコタイプ Columbia (WT Col) および C24 (WT C24), HA標識ゲノム RCY1
形質転換体の独立 3系統 (Col::pRCY1-HA #8, #10，#12) および HA標識 RCY1 cDNA形質転換
体の独立 3系統 (Col::P35S-cRCY1-HA #5，#21，#23) における RCY1転写産物，RCY1 コピー数お




ローナル抗体を用いて RCY1-HA タンパク質を検出した．総タンパク質量の内部標準として，CBB 
R-250により染色した RBCL タンパク質のバンドを示した．D，Quantity One ソフトウェアを用いたバン
ド濃度の定量により，RCY1-HA タンパク質蓄積量を数値化し，4 個体における平均値±標準偏差を
示した．A，B および D において，同じアルファベットは，植物系統間で統計的有意差が検出さ




第二項 RCY1 タンパク質蓄積量の制御における RCY1 イントロン配列の役割 
1．RCY1 イントロンのエンハンサー活性 
RCY1 イントロンに，非特異的にタンパク質蓄積量を上昇させるシス配列が含まれるかどうか調べる
ために，CaMV35S プロモーターと融合したβ-グルクロニダーゼ (GUS) 発現カセット (P35S-GUS) の
上流に，RCY1 第一イントロンから第二イントロンにわたる領域を挿入したコンストラクト
RCY1intI+II-P35S-GUS を作製し (図 21A)，N. benthamiana において一過的に発現させた．ELISA
法により，各コンストラクトの発現組織間における GUS タンパク質蓄積量を定量したところ，P35S-GUS
および RCY1intI+II-P35S-GUS 間で，GUS タンパク質蓄積量は変化しなかった (図 21B)．よって
RCY1 イントロンに，エンハンサー様のシス配列が存在する可能性は低いと考えられた． 
 




COR15a第二イントロンまたはPRF3の第一イントロンに着目した (Jeong et al. 2006; Rose et al. 2008)．
本研究においてもあらかじめ，COR15a および PRF3 の発現において，イントロンの有無が，それぞ
れがコードするタンパク質の蓄積量に影響を与えるかどうか解析した．N. benthamiana において，
CaMV 35Sプロモーター制御下でイントロンを持つまたは持たない HAエピトープ付加 COR15a (そ
れぞれ P35S-gCOR15a-HA と P35S-cCOR15a-HA，図 15B) を一過的に発現させた．その結果，
COR15a 転写産物と COR15a タンパク質蓄積量は，イントロンの存在の有無によって変化しないこと
が確かめられた (図 22A，C，D)．同様に，イントロンを持つまたは持たない HA エピトープ付加
PRF3 (それぞれ P35S-gPRF3-HAと P35S-cPRF3-HA，図 15B) 間における，PRF3転写産物と PRF3タ
ンパク質の蓄積量も同等であった (図 22B，C，E)． 
 
3．イントロンを介した RCY1 タンパク質増強の RCY1 イントロン配列特異性  
続いて，P35S-cRCY1-HA の第一エキソン-第二エキソン接合部に COR15a 第二イントロンまたは
PRF3 第一イントロンを挿入したコンストラクトを作製し，それぞれ P35S-cRCY1.Ic-HA および
P35S-cRCY1.Ip-HA と称した  (図 14B)．これらイントロン置換 RCY1 (P35S-cRCY1.Ic-HA および
P35S-cRCY1.Ip-HA) を発現させたN. benthamiana組織におけるRCY1タンパク質蓄積量は，もとのイ
ントロンを含む RCY1 (P35S-gRCY1-HAや P35S-gRCY1.∆II-HA) の発現組織と同等であった一方，イン
トロンを含まない RCY1 (P35S-cRCY1-HA) の発現組織と比較すると明らかに高かった (図 23A，B)．
さらに，RCY1転写産物レベルも，イントロンを含む 4つの RCY1-HA コンストラクト (P35S-gRCY1-HA，
P35S-gRCY1.∆II-HA，P35S-cRCY1.Ic-HA および P35S-cRCY1.Ip-HA) の発現組織間で類似している一






4．シロイヌナズナおよび N. benthamiana一過的発現系における RCY1選択的転写産物の検出 
緒言で述べた通り，NB-LRR 型 R タンパク質の機能に，それらをコードする遺伝子の選択
的転写が関わるという報告があるため，そもそも RCY1 やそのアレルの発現において選択的
転写産物は産生されるかどうか検証した．シロイヌナズナの野生型エコタイプ C24 とエコタ
イプ Col-0 において，それぞれ RCY1 と，そのアレルである rpp8 の選択的転写産物の有無を
解析した．各エコタイプから poly A+ mRNAを抽出し，Oligo (dT)20プライマーにより逆転写
した鋳型として，RT-PCR を行った．RCY1/rpp8の第一エキソンと第二イントロンに結合する
プライマー対 (RCY1.ExonI-F と RCY1.IntII-R，図 24A) により，第一・第二イントロンとも
に保持された転写産物に加え，第二イントロンのみが保持された転写産物と予想される長さ
の断片が少量検出された (図 24B)．また，RCY1/rpp8 の第一イントロンと第三エキソンに結
合するプライマー対 (RCY1.IntI-F1-2と RCY1.ExonIII-R，図 24A) によって，第二イントロン
が除去され，かつ第一イントロンが保持された転写産物と予想される長さの断片が少量検出
された (図 24C)．一方で，逆転写前の RNA を鋳型とすると，PCR 産物は検出されなかった
ことから，RT-PCRにより検出された断片は，ゲノム DNAのコンタミネーションに由来する
ものではないことが確かめられた (図 24B-C)．したがって，シロイヌナズナの野生型エコタ




また，RCY1第一イントロンを含むゲノム RCY1 (P35S-gRCY1-HAおよび P35S-gRCY1.∆II-HA)，
イントロン置換 RCY1 (P35S-cRCY1.Ic-HAおよび P35S-cRCY1.Ip-HA) およびイントロンを持たな
い RCY1 (P35S-cRCY1-HA) (図 14B) を一過的に発現させた N. benthamiana葉組織において，同
様に RT-PCR法により RCY1 選択的転写産物を検出した．RCY1 第一エキソンおよび第二エキ
ソンに結合するプライマー対 (RCY1.ExonI-F と RCY1.ExonII-R，図 24A) を用いて RT-PCR
を行うと，イントロンをもつ 4つの RCY1コンストラクト全ての発現組織において，成熟 RCY1 
mRNA に加え，イントロンが保持された転写産物と予想される長さの断片が少量検出された 
(図 24D)．したがって，N．benthammiana における異所的な RCY1 発現においても，イントロ
ン配列に関わらず，イントロンが保持された RCY1 の選択的転写産物が生じていることが示
















図 21．RCY1 イントロン配列によるプロモーター活性増強の解析 
A，CaMV 35Sプロモーター (P35S) と nopaline synthase ターミネーター (T) の間に GUS遺伝子を
含むコンストラクトである P35S-GUSに加え，P35S-GUSの P35S上流 SbfIサイトに RCY1イントロン配列を
挿入したコンストラクト RCY1intI+II-P35S-GUSの模式図を示した．濃灰色のボックスで RCY1 コード配
列，太線でイントロンを示した．RCY イントロンを含む断片の RCY1intI+II-P35S-GUS への挿入位置を
点線で示した．B，P35S-GUSおよびRCY1intI+II-P35S-GUSを一過的に発現したN. benthamiana葉組
織において，アグロインフィルトレーション操作の 0，24，48および 72時間後の GUSタンパク質蓄積
量を定量した．GUS タンパク質蓄積量は，ELISA法により抗 GUSポリクローナル抗体を用いて測定
した．4個体における相対GUSタンパク質蓄積量の平均値±標準誤差を示した. NSは統計的有意差








図 22．ゲノム COR15a・PRF3 または COR15a・PRF3 cDNA を一過的に発現した N. benthamiana
葉組織における COR15aおよび PRF3転写産物およびタンパク質蓄積量の比較 




グ法により，COR15a 転写産物 (A) または PRF3 転写産物 (B) を検出した．サンプルローディング
の内部標準として，18S rRNA を検出した．C，ウェスタンブロッティング法により，抗 HAモノクローナ
ル抗体を用いてRCY1-HA，COR15a-HAおよびPRF3-HAタンパク質蓄積を検出した．COR15a-HA
に関しては，1/50 量の総タンパク質をアプライした．サンプルローディングの内部標準として，CBB 
R-250によって染色した RBCL タンパク質のバンドを示した．Dおよび E，ウェスタンブロッティングの
バンドの画像解析により， COR15a-HA タンパク質 (D) または PRF3-HA タンパク質 (E) の蓄積量
を定量化し，4 個体における平均値±標準偏差を示した. NS は，コンストラクト間で統計的有意差が




図 23．RCY1イントロンを COR15aまたは PRF3イントロンに置換した RCY1-HAコンストラクトを一過
的に発現した N. benthamiana葉における HAエピトープ標識 RCY1 タンパク質および RCY1転写
産物の検出 
アグロバクテ リウムを介して， P35S-gRCY1-HA ，  P35S-gRCY1.ΔII-HA ，  P35S-cRCY1.Ic-HA ， 
P35S-cRCY1.Ip-HAまたは P35S-cRCY1-HAを一過的に発現した N. benthamiana葉において，アグロイ
ンフィルトレーション操作の 48 時間後に，RCY1-HA タンパク質および RCY1 転写産物を定量した．
一過的遺伝子発現操作のコントロールとして，pRI201-AN ベクター (Vector) を用いた．A，ウェスタ
ンブロッティング法により，抗 HAモノクローナル抗体を用いて RCY1-HA タンパク質蓄積を検出した．
サンプルローディングの内部標準として，CBB R-250によって染色した RBCL タンパク質のバンドを
示した．B，ウェスタンブロッティングのバンドの画像解析により， RCY1-HAタンパク質蓄積を定量化
した．C，ノーザンブロッティング法により，RCY1 転写産物を検出した．サンプルローディングの内部
標準として，18S rRNA を検出した．D，qRT-PCR 法により，RCY1 転写産物蓄積量を測定し，
NbEF-1𝛼転写産物蓄積量で標準化した．BおよびDにおいて，4個体における平均値±標準偏差を
示した. 同じアルファベットは, コンストラクト間で統計的有意差が検出されないことを示す (P < 0.05，









Col-0およびエコタイプ C24において，プライマー対 RCY1.ExonI-Fおよび RCY1.intII-R2を用いた
RT-PCRにより，第一イントロンを保持した rpp8 または RCY1選択的転写産物を検出した. C，同シロ
イヌナズナエコタイプにおいて，プライマー対 RCY1.intI-F1-2 および RCY.ExonIII-R を用いた
RT-PCR により，第二イントロンを保持した rpp8 または RCY1 選択的転写産物を検出した．D，プライ
マー対として RCY1.intI-F1-2 および RCY.ExonIII-R を用いて，pRI201-AN ベクター  (V)， 
P35S-gRCY1-HA (1)，P35S-gRCY1.ΔII-HA (2)，P35S-cRCY1.Ic-HA (3)，P35S-cRCY1.Ip-HA (4) および
P35S-cRCY1-HA (5) を一過的に発現させた N. benthamiana葉に蓄積する，RCY1成熟 mRNAおよ
び RCY1 の選択的転写産物を検出した．B から D において，“cDNA”と付したサンプルは，RT-PCR
産物を示す．“RNA”と付したサンプルは，ゲノム DNA のコンタミネーションの有無を示すコントロー
ルとして，逆転写前のRNAを鋳型としたPCR産物を示す．“Plasmid”と付したサンプルは，イントロン
保持断片の長さを示すコントロールとして， P35S-gRCY1-HA (1)， P35S-gRCY1.ΔII-HA (2)，
P35S-cRCY1.Ic-HA (3)，P35S-cRCY1.Ip-HA (4)，P35S-cRCY1-HA (5)，および P35S-gRCY1.ΔI-HA (6) の
プラスミドDNAを鋳型としたPCR産物を示す．λ/HindIII digest をサイズマーカー (M) として用いた. 
図の右側に，λ/HindIII断片の分子量 (bp) を表示した. 
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第三項 RCY1ホモログ NB-LRR タンパク質蓄積の制御におけるイントロンの効果 
1．RCY1アレルの発現におけるイントロンを介したタンパク質蓄積増強 
RCY1のアレルとして，シロイヌナズナエコタイプ Landsberg erecta (Ler-0) から単離された
アブラナ科卵菌類べと病菌 (Hyaloperonospora arabidopsidis) Emco5系統抵抗性遺伝子の RPP8
や，エコタイプ Dijon-17 から単離されたカブ縮葉ウイルス抵抗性遺伝子の HRTが知られてい
る (McDowell et al. 1998; Cooley et al. 2000; Takahashi et al. 2002)．エコタイプ Col-0における
RCY1 アレルは，rpp8 と称されており，何の病原体を認識するのか明らかにされていない．こ
れら RCY1アレルは，全てコード領域の同位置に 2つのイントロンを有しており (図 25)，アレル間で
エキソンおよびイントロンとも 95%超の高い配列相同性を示す (表 3および図 26)． 
これら RCY1アレルの 3’-末端にHAエピトープ配列を付加し，イントロンを含むゲノムDNA型のコ
ード配列と，イントロンを含まない cDNA型のコード配列を CaMV35Sプロモーター下流にクローニン
グした．RPP8 のゲノム配列を含むコンストラクトと，RPP8 の cDNA 配列を含むコンストラクトは，それ
ぞれ P35S-gRPP8-HAおよび P35S-cRPP8-HA と称した (図 15B)．また，rpp8のゲノム配列を含むコン
ストラクトと，rpp8のcDNA配列を含むコンストラクトは，それぞれP35S-grpp8-HAおよびP35S-crpp8-HA
と称した  (図 15B)．N. benthamiana において，これらコンストラクトと，コントロールとして
P35S-gRCY1-HA および P35S-cRCY1-HA (図 14B) を一過的に発現させた． RCY1 の場合と同様に，
イントロンを含む遺伝子 (P35S-gRPP8-HAおよび P35S-grpp8-HA) の発現組織において，イントロンを
含まない遺伝子 (P35S-cRPP8-HAおよびP35S-crpp8-HA) の発現組織に比べ，明らかにRPP8または





2．他の座位の CC-NB-LRR コード遺伝子の発現におけるイントロンを介したタンパク質蓄積増強 
シロイヌナズナエコタイプCol-0のゲノムには，NB-LRRタンパク質をコードする遺伝子が 149個存
在する (Meyers et al. 2003)．このうち，CC-NB-LRR (CNL) タンパク質をコードする 55個の遺伝子
は，配列相同性に基づいて，CNL-A から CNL-D までの 4 つのサブグループに区分されている  
(Meyers et al. 2003)．また，CC-NB-LRR遺伝子は，イントロン構成が全く異なる 3つのパターンに区
別される (Meyers et al. 2003)．CNL-BサブグループとCNL-Cサブグループに分類される 33遺伝子
は，コード領域にイントロンを持たない (図 25A)．一方で，CNL-Aサブグループに分類される 6遺伝
子は，コード領域に 4 つのイントロンを持つ (図 25A)．また，CNL-D サブグループに分類される 16
遺伝子は，コード領域に 2つのイントロンを持つ (図 25A)．CNL-AサブグループとCNL-Dサブグル
ープ間において，全てのイントロンの位置に対応が認められないことから  (図 25A)，これら
CC-NB-LRR遺伝子は，独立にイントロンを獲得したと考えられている (Meyers et al. 2003)． 
CNL-Dサブグループに属するAt5g35450は，RCY1と同位置にイントロンを有し (図 25B)，コード




と置換が生じていた (図 26)．At5g35450の 3’-末端にHAエピトープ配列を付加し，イントロンを含む
ゲノム DNA 型のコード配列と，イントロンを含まない cDNA 型のコード配列を CaMV35Sプロモータ
ー下流にクローニングして，それぞれ P35S-gAt5g35450-HAおよび P35S-cAt5g35450-HA と称した (図
15B) ． これらコンス トラク トを N. benthamiana において一過的に発現させたところ ，
P35S-cAt5g35450-HA 発現組織に比べて，P35S-gAt5g35450-HA の一過的に発現組織において，
At5g35450 がコードするタンパク質が明らかに高蓄積していた (図 28A，B)．よって，イントロン配列
が大きく異なる At5g35450 の遺伝子発現においても，RCY1 と同様にイントロンがタンパク質蓄積の
増強に関わっていると考えられた． 
シロイヌナズナエコタイプ Col-0 の ADR1 遺伝子や ADR1-L1 遺伝子は，CNL-A サブグループに
分類される．ADR1や ADR1-L1にコードされるタンパク質は，他のNB-LRRタンパク質の下流におい
て防御応答誘導を増強する役割を果たしていることが示唆されている (Bonardi et al. 2011; Dong et 
al. 2016)．ADR1や ADR1-L1は，RCY1と全く異なる位置に，4つのイントロンを有する (図 25)．また，




れ P35S-gADR1-HAおよび P35S-cADR1-HA と称した (図 15B)．また，ADR1-L1のゲノム配列を含むコ
ンストラクトと，ADR1-L1 の cDNA 配列を含むコンストラクトは，それぞれ P35S-gADR1-L1-HA および
P35S-cADR1-L1-HA と称した (図 15B)．P35S-gADR1-HA と P35S-cADR1-HA の発現組織間において，
同等に ADR1 タンパク質が蓄積していた  (図  28C，D)．同様に，P35S-gADR1-L1-HA と
P35S-cADR1-L1-HAの発現組織間においても，ADR1-L1 タンパク質の蓄積量に差は認められなかっ
た (図 28C，D)．このことから，RCY1 遺伝子座と異なるイントロン構成を有し，コード配列における





















図 25．シロイヌナズナエコタイプ Col-0の NB-LRR コード遺伝子のイントロン構成による分類 
A，イントロンの数と位置に基づいて，シロイヌナズナエコタイプ Col-0 に存在する 55 個の
CC-NB-LRRコード遺伝子座を 3パターンに大別し，模式図として示した (Meyers et al., 2003の図を
改変した)．ボックスはエキソン，ボックス間を結ぶ太線はイントロンを示す．イントロンの上に記した数
値は，イントロンのコドンにおける介在位置を示す．P-loop，Kinase-2，RNBS-B，GPLP および
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図 26．RCY1，RPP8，rpp8および At5g35450のイントロン配列の相同性 




RCY1 Intron I 1 70GTGAGCTCTTATGGTACATACATGAAGCACTTTTTCTTCTTAATTCATAAAAGTGATTGTTAAAAAAGAA
RPP8 intron I 1 70......................................................................
rpp8_Col intron I 1 70......................................................................
At5g35450 intron I 1 33.........................C.......-------------------------------------
RCY1 Intron I 71 129ATATATAGAATAATTGCCTTTTTTATTCCCTAGCATGAGAAACACAAATATTTTTGCAG
RPP8 intron I 71 129...........................................................
rpp8_Col intron I 71 129...........................................................
At5g35450 intron I 34 77---------....A...-........-..G..A...-...--............-....
RCY1 Intron II 1 70GTACATATCTTATTATATAATGTTTAGTTTCTCTAACTTTTAAGAAAAATACATTTACATATACTAATTT
RPP8 intron II 1 70......................................................................
rpp8_Col intron II 1 70......................................................................
At5g35450 intron II 1 52.....CT.TCA.A.T..A...TAAG.TCAAGAA.CTAGGAA.TTTT.TT.TT------------------
RCY1 Intron II 71 140ACATGTATATATTTATATTATTTTATAAATTTTTATTTTCCTTAACCAAAAAGTAATATTTGTATACATA
RPP8 intron II 71 140..................G...................................................
rpp8_Col intron II 71 140.................................A....................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 141 210TTGCTATTTTTTCCTTACTATTAGAACAACTAACTAAAAACGTATGGTAATCCATATGCTAATTTAGGCA
RPP8 intron II 141 210......................................................................
rpp8_Col intron II 141 210......................................................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 211 280TGTATAAAAAAAAATGTCAATGGTAATCTTGATTTTGACCAAAAAATAATTAATTTAATTAGCATGAACA
RPP8 intron II 211 279.............T-.......................................................
rpp8_Col intron II 211 280..............A.......................................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 281 350ATGAGTGTTGTTAAGGTTCAAAAGGACAATATAATTATTAAACATTAATTTAATTGGATAACAATTAAAA
RPP8 intron II 280 349......................................................................
rpp8_Col intron II 281 350......................................................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 351 420AAATTAACTATTAATCCTAGTACAGTAAGTCAGTAATTACGAATCTTGAAAATTGGTTTTGGTTTTTTTC
RPP8 intron II 350 419......................................................................
rpp8_Col intron II 351 420......................................................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 421 490TTCCTATTTTTTATAGGTTTATTCAAATTAGAAATATCGAATTATCTACTTTTATGGTTTATTCATGATT
RPP8 intron II 420 489......................................................................
rpp8_Col intron II 421 490......................................................................
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 491 560GGTTTGATTAAAATTTAACGTAATAAAATCAACTAAATTTGAAAGAAACATGTATTGATTAACCCGAGAT
RPP8 intron II 490 559..................................................................T...
rpp8_Col intron II 491 560..................................................................T...
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 561 630TACACGATTCCTTGTAATAAAGTTCAAATATAATACTAAGACCAAGAATCTAGTGTATTATTTTTATTTG
RPP8 intron II 560 629..............................G.................................A.....
rpp8_Col intron II 561 630..............................G.................................A.....
At5g35450 intron II 52 52----------------------------------------------------------------------
RCY1 Intron II 631 673GCAGCTCACATGTTGAAATGTATTAGCTTGTGATATTGTGCAG
RPP8 intron II 630 672...........................................
rpp8_Col intron II 631 673...........................................




図 27．CaMV 35Sプロモーターを介してゲノム型または cDNA型の RCY1，RPP8，rpp8を一過的に




コントロールとして，pRI201-AN ベクター (Vector) を用いた．A，ウェスタンブロッティング法により，
抗 HAモノクローナル抗体を用いて，HRエピトープ標識した各 NB-LRR タンパク質 (R-HA)を検出
した．サンプルローディングの内部標準として，CBB R-250 によって染色した RBCL タンパク質のバ
ンドを示した．B，ウェスタンブロッティングのバンドの画像解析により， R-HA タンパク質蓄積を定量
化した．C，ノーザンブロッティング法により，RCY1，RPP8 および rpp8 の転写産物を検出した．サン
プルローディングの内部標準として，18S rRNA を検出した．D および E，qRT-PCR 法により，RPP8
転写産物蓄積量 (D) または rpp8 転写産物蓄積量 (E) を測定し，NbEF-1𝛼転写産物蓄積量で標
準化した．B および D において，4 個体における平均値±標準偏差を示した. アスタリスクは, ゲノム
型コンストラクトと cDNA 型コンストラクト間で統計的有意差が検出されたことを示す(Student’s t-test; 





図 28．CaMV 35S プロモーターを介してゲノム型または cDNA 型の At5g35450，ADR1，ADR1-L1
を一過的に発現させた N. benthamiana葉における HA標識タンパク質の検出 
ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し て ， P35S-gRCY1-HA ， P35S-cRCY1-HA ， P35S-gAt5g35450-HA ，
P35S-cAt5g35450-HA ， P35S-gADR1-HA ， P35S-cADR1-HA ， P35S-gADR1-L1-HA ま た は
P35S-cADR1-L1-HAを一過的に発現したN. benthamiana葉において，アグロインフィルトレーション操
作の 48時間後に，各転写産物およびタンパク質を検出した．一過的遺伝子発現操作のコントロール
として，pRI201-AN ベクター (Vector) を用いた．A および C，ウェスタンブロッティング法により，抗
HAモノクローナル抗体を用いて，HRエピトープ標識した各 NB-LRRタンパク質 (R-HA) 蓄積を検
出した．サンプルローディングの内部標準として，CBB R-250によって染色した RBCL タンパク質の
バンドを示した．B および D，ウェスタンブロッティングのバンドの画像解析により， R-HA タンパク質
蓄積を定量化し，4個体における平均値±標準偏差を示した. アスタリスクは, ゲノム型コンストラクトと
cDNA型コンストラクト間で統計的有意差が検出されたことを示す (Student’s t-test; n = 4， *0.01 ≤ 




1．イントロンを介した RCY1 タンパク質蓄積の増強と一般的な IMEの知見の比較 
植物において，イントロンが遺伝子発現を正に調節する効果は，intron-mediated enhancement 
(IME) と呼ばれ，一般的に転写産物量の増加をともなうことが知られている (Gallegos and Rose 
2015)．実際に，様々な植物遺伝子の発現において，イントロンが転写レベルを増加させる例が知ら
れている (Callis et al. 1987; Dean et al. 1989; Xu et al. 1994; Rethmeier et al. 1997; Rose and Last 
1997; Rose et al. 2008)．しかしながら，イントロンの存在が転写産物量を増強させる分子機構につい
ては，未だ不明の点が多いとされる (Gallegos and Rose 2015)．植物における典型的な IMEは，ハウ
スキーピング遺伝子内の，転写開始点近傍に位置するイントロンで多く認められるとされている 
(Rose et al., 2008)．これらのイントロンに含まれる IMEシグナルを基にして，任意のイントロン配列の
IME 活性を試算するアルゴリズムである IMEter も開発されている (Rose et al. 2008; Parra et al. 
2011)． 
本研究において，一連の RCY1 コンストラクトを一過的に発現させた N. benthamiana 葉における
RCY1 タンパク質蓄積量の解析から，RCY1 コード領域におけるイントロンの存在が，RCY1 タンパク




(図 27)．CaMV 35Sプロモーター上流に RCY1の 2つのイントロンを挿入した際に，GUS タンパク質
蓄積量は増強されなかったことから (図 21)，RCY1 イントロンにエンハンサー配列が含まれるわけで
はないと考えられた．一方で，RCY1 タンパク質蓄積の増強は，IME シグナルを欠く COR15a や
PRF3のイントロンと (Rose et al., 2008) (図 22)，RCY1イントロンを置換した際にも認められた (図 23)．
このように，イントロンを介したRCY1タンパク質蓄積の増強は，イントロンに転写エンハンサーが含ま
れることや，いわゆる “IME” として体系化されている現象 (Gallegos and Rose 2015) とは，異なる
機構に起因していることが示唆された． 
 
2．イントロンを介した RCY1 タンパク質蓄積の増強機構 





スプライシングによってイントロンが除去されると, mRNA の 2 つのエキソンの接合部近傍 (20-25 
ヌクレオチド上流) に，エキソン接合部複合体 (exon junction complex: EJC) が形成される．EJCは，
Y14，Mago，elF4Alll や MLN51 等の中心的コンポーネントをはじめとしたタンパク質複合体であり，
mRNA 品質管理機構，mRNA 輸送，mRNA 局在から翻訳に至るまでの過程で機能する (Glisovic 
70 
 
et al. 2008)．動物においては，細胞質において PYMが，EJCの中心的コンポーネントの一つである
Y14-Mago ヘテロ二量体と 40S リボソーム小サブユニットを架橋し，mRNA の翻訳効率を上昇させる
ことが知られている (Bono et al. 2004; Diem et al. 2007)．植物においては，転写後調節における
EJC の重要性は未解明であるが，シロイヌナズナや他の植物種において，Y14, Mago および PYM
のホモログが単離されている (Park and Muench 2007; Koroleva et al. 2009; Mufarrege et al. 2011). 
したがって，EJCおよびその相互作用因子 PYMを介した翻訳制御システムが，シロイヌナズナや N. 
benthamianaにおける RCY1 タンパク質蓄積において機能を果たしているかもしれない． 
植物においては, 転写産物へのイントロンの選択的保持が最もよく生じる選択的スプライシング形
式であることがわかっている (Ner‐Gaon et al., 2004; Wang and Brendel, 2006)．イントロンが保持され
た転写産物は，しばしばナンセンス変異依存 mRNA分解機構を介して，mRNAの安定性や翻訳効








3．イントロンを介した CC-NB-LRR タンパク質蓄積の増強 
本研究では，イントロンが，NB-LRRクラス Rタンパク質の蓄積量の制御に関わることを初めて明ら
かにした．RCY1と同等のイントロン構成を有し (図 25)，コード領域塩基配列の相同性が比較的高い
RCY1アレル (RPP8および rpp8) やAt5g35450の発現においても (表 3)，イントロンを介したタンパ
ク質蓄積量の増加が認められた (図 27A，B および図 28A，B)．一方，RCY1 およびそのアレルや
At5g35450 とは異なるイントロン構成を有し (図 25)，コード領域塩基配列の相同性が比較的低い
ADR1 や ADR1-L1 の発現においては (表 3)，イントロンの有無はタンパク質蓄積量に影響を及ぼさ
なかった (図 28C，D)．これらのことから，コード領域イントロンを介したタンパク質蓄積量の増加は，















要な役割を持っていたと考えられる．NB-LRR タンパク質を介したウイルスに対する HR 誘導が局部
組織に留められない場合，ウイルスが植物組織に広がった後を HR 細胞死が追いかける形で，植物
が枯死する例が知られている (Dinesh-Kumar et al. 2000; Nam et al. 2011; Harris et al. 2013)．今日
では，ウイルスに対する HR において誘導される細胞死は，ウイルス抵抗性の決定的な原因ではな
いということが示唆されている (Künstler et al. 2016)．RCY1に関しても，細胞死の誘導能を失った変
異体においても，RCY1 を介した CMV(Y)抵抗性は損なわれないことがわかっている (Takahashi et 
al. 2012a)．NB-LRRタンパク質を介したウイルスに対する ER，局所的なHR，および全身的なHRは，
共通のシステムが異なる強度で誘導された現象であると捉えられている (Künstler et al. 2016)．した
がって，植物がウイルスに感染して，罹病化したり，全身 HRにより枯死したりすることを免れるために
は，R 遺伝子を獲得することだけではなく，ウイルスを局所に留めるに足りる強さの防御応答を誘導






パク質蓄積量の調節機構を解析した．第二章において，CMV(Y)に対して ER を示す RCY1 形質転
換シロイヌナズナ系統を遺伝的バックグラウンドとして，ERを喪失する src変異体を単離した．独立 5
系統の src 変異体の形質を解析した結果，RCY1 プロモーター領域の高メチル化により，RCY1 転写
産物が減少したことが，CMV(Y)に対する ER が失われた原因であることが示された．したがって，本
研究結果から，RCY1 プロモーター領域の低メチル化制御を介した転写調節の増強が，RCY1 タン
























NB-LRR 型 R 遺伝子を持つ植物が，Avr 遺伝子を持つウイルスに対してどのような応答を示すか
は，ウイルス側の要因によっても決定されることが示唆されている．Rsv1 を含むダイズは，ダイズモザ
イクウイルスの多くの系統に対して ERを示すが，ある系統に対しては全身 HRを示す．この現象は，










う場合には，選択されにくいと考えられる．例えば RCY1 は，CMV(Y)-CP 分子内の，安定的な粒子
形成に必要とされる構造を認識していることが示唆されている (unpublished data)．一方で，RCY1 タ
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